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Souhrn: Bylo zpracováno 34 břišních a 24 hrudních výpotků pacientů s nádorovým onemocněním. U jedné čtvrtiny z těchto výpotků 
byla cytologicky potvrzena přítomnost maligních buněk. Byla vypracována metoda k jejich izolaci od příměsných benigních elemen­
tů. U 11 břišních a 6 hrudních výpotků umožnilo izolované množství nádorových buněk provedení MTT testu chemorezistence vůči 
cytostatikům. Většina provedených testů sloužila k vývoji metodiky a k upřesnění in vitro kritické koncentrace cytostatik, při které 
dochází k manifestaci cytotoxických účinků. Předběžné výsledky ukazují, že citlivost nádorových buněk vůči cytostatikům in vitro je 
jejich další biologickou charakteristikou závislou pravděpodobně na stádiu nemoci a předchozí léčbě. Vyvinutá metodika nyní slouží 
k získávání dalších dat, která umožní ověřit, zda existuje korelace mezi odpovědí izolovaných buněk v in vitro testu a léčebnou odpo­
vědí in vivo. 
Klíčové slová: maligní výpotek, MTT test chemorezistence in vitro 

Summary: Thirty-four abdominal and twenty-four pleural effusions were tested for the presence of malignant cells to examine the 
possibility of using isolated malignant cells to guide the treatment of oncology patients. Malignant cells were cytologically confirmed 
in 25% of the examined effusions. A method to isolate these cells devoid of benign cells was developed. The in vitro MŤT chemore-
sistance test of cells to cytostatic agents was performed with cells from 11 abdominal and 6 pleural effusions where sufficient number 
of cells was obtained to conduct the test. The tests helped improve the method and find the concentrations of cytostatics that were effi­
cient in vitro. Preliminary results show that the in vitro sensitivity/resistance of malignant cells to cytostatic agents is case-dependent 
and depends on the stage of the disease and previous treatment of the patient. The method will be used to study the correlation betwe­
en the in vitro response of isolated malignant cells to cytostatics and the response of a patient to the same drugs. 
Key words: malignant effusions, MTT test of chemoresistance in vitro 

tvod 
Nádorová onemocnění jsou charakterizována širokou variabilitou 
klinického vývoje. Průběh neléčeného onemocnění lze předpo­
vědět pomocí prognostických faktorů. Volba účinné systémové 
léčby je založená na využití prediktivnlch faktorů, které umožní 
identifikovat nemocné jež budou mít ze stanoveného postupu nej­
větší prospěch. Snahy onkologů o úspěšnou léčbu nádorových 
onemocnění proto vedou k trendu individualizace léčby pacientů 
s využitím biologických vlastností nádorů, detekovatelných díky 
rychlému vývoji molekulárně-biologických metod. Jednou 
z nepříznivých vlastností nádorových buněk, která může limito­
vat terapeutickou odpověď pacienta, je původně geneticky pod­
míněná či v průběhu léčby získaná rezistence buněk vůči chemo-
terapeutickému agens. Jenom na úrovni buňky je mnoho 
mechanizmů, které mohou tuto rezistenci navodit. Je to snížený 
vstup či zvýšené vylučování cytostatika buňkou, snížená schop­
nost aktivace či zvýšená schopnost inaktivace léku buněčným 
enzymatickým mechanizmem, snížená či zvýšená hladina cílo­
vého enzymu v buňce, či jeho změněná struktura, zvýšená schop­
nost opravy lékem navozené D N A poruchy, změna v apoptotic-
ké signální dráze a další (pro přehled viz Tannock et al. 1998 ). 
Pomocí molekulárně biologických metod lze dneska tyto jednot­
livé poruchy detekovat. Nabízí se však možnost detekovat rezi­
stenci, podmíněnou na buněčné úrovni, jediným testem a to pří­
mým testem chemorezistence maligních buněk in vitro. Existuje 
několik způsobů testu chemorezistence in vitro o jejichž před­
nostech i nedostatcích bylo napsáno j iž mnoho článků (Bellamy 
1992, Fruehauf 1993, Von Hoff 1990a, Wrisenthal 1991, Cree IA 
et al. 1997 a řada dalších). Z praktického hlediska je nejvýhodnější 
M T T test chemorezistence (Black et al. 1954, Carmichael et al. 
1987). Je založený na testování viability buněk, které byly vysta­
vené působení cytostatik. Mitochondriální enzym sukcinyl dehyd-
rogenáza viabilnlch buněk redukuje žlutou tetrazoliovou sůl na 
tmavě modré, ve vodě nerozpustné krystalky. Po rozpuštění těch­
to krystalků lyzačním roztokem je spektrofotometricky měřená 
optická denzita roztoku ukazovatelem množství přežívajících, 
resp. metabolicky aktivních buněk. Nedostatkem M T T testu je, 
že nedokáže odlišit metabolickou aktivitu příměsných benigních 
buněk v kultuře a že nedokáže rozeznat buňku dočasně metabo­
licky inaktivní (cytostatický účinek léku) od trvale inaktivní, defi­
nitivně poškozené buňky (cytotoxický účinek). Obecně může tes­
tování chemoterapeutik in vitro selhávat zejména na těchto 
klíčových krocích: izolace a identifikace nádorové buněčné popu­

lace pro in vitro test, uchování aktivity chemoterapeutik in vitro 
a použití takové koncentrace a délky expozice cytostatik in vitro, 
které by simulovali podání léku in vivo. 
V systémové chemoterapii nádorových onemocnění se standard­
ně využívají v klinických studiích ověřené režimy. Při selhání léč­
by první, druhé, nebo vyšší řady je výběr chemoterapie omezen 
a volba léčby není standardně určena. 
U části nemocných se recidiva manifestuje maligním výpotkem. 
Cílem této práce proto bylo prozkoumat možnost použití buněk 
izolovaných z maligních výpotků těchto pacientů k vedení jejich 
další léčby. 
V tomto článku přinášíme metodiku naší práce, kterou vyvíjíme, 
konzultujeme a upravujeme j iž delší dobu a naše experimentální 
výsledky a zkušenosti za první rok. Diskutujeme jejich výpověd­
ní hodnotu. 

Metody 
Izolace maligních buněk z výpotků 
Výpotky byly získané standardně provedenou hrudní či břišní 
punkci nemocných onkologické kliniky či gynekologické kliniky 
V F N a 1 . L F U K . Prvních 500 ml punkto váné tekutiny bylo zachy­
ceno sterilně do infusní láhve. Vzorek punktátu byl zaslán ke stan­
dardnímu cytologickému vyšetření. Výpotek byl do zpracování 
skladován v pokojové teplotě, v případě že šlo o hemoragický, 
nebo vysoce viskózní výpotek, bylo do něj přidáno 5-10 ml Hepa-
rinu 25-500 tis. m. j. Po centrifugaci výpotků při 150 g byl sedi­
ment promytý v proplachovacím médiu a opět centrifugo ván. Sedi­
ment byl resuspendován v malém objemu kultivačního média, 
opatrně nanesen na vrstvu Percollu (Pharmacia Fine Chemicals) 
o hustotě 1,05 g/ml. Poté proběhla gradientova centrifugace 10 
min při otáčkách 2000 g. Po skončení centrifugace byl viditelný 
na dně kónické zkumavky sediment erytrocytů a bílých krvinek. 
Na rozhraní Percollu a média byl v případě přítomnosti maligních 
buněk ve výpotků vytvořen bílý prstenec. Ten byl izolován hru­
bou sterilní jehlou (0,9x70 mm, Braun) a zbaven zbytků Percollu 
promytím v proplachovacím médiu a centrifugaci. V případě 
masivní hemorágie byla procedura s Percollem opakována 2-3-
krát. Po proplachu byly izolované buňky resuspendované v kul­
tivačním médiu, spočítané v Bürkerové komůrce (Meopta) a vzo­
rek byl opět odeslán na cytologické vyšetření. 
Jako kultivační médium bylo používáno R P M I 1640 médium dopl­
něné glutaminem (150 mg/500 ml média, Sevac), antibiotiky 
(penicilin a streptomycin, Biotika), 10% telecího séra (ZVOS 
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Tab.l: Zdroje výpotků vzhledem k původní diagnose nemoci, jejich malignita a využitelnost pro test 

lokalizace nádoru 
ovarium 
pankreas 
kolorektální karcinom 
mléčná žláza 
ledvina 
plíce 
pleura 
žaludek 
žlučník 
játra 
ovarium + mléčná žláza 
neznámy primární nádor 

spolu 

Břišní výpotky 
počet pacientů 

14 
6 
3 
2 
2 

34 

počet maligních výpotků počet úspěšně provedených testů 
3 
2 
0 
1 
0 
0 
0 
1 
2 
0 
1 
? 

12 

3 (Asc 54, Asc 58, A s c 65) 
0 (nedostatek buněk) 

0 
0 (nedostatek buněk) 

0 
0 
0 

1 (Asc17) 
2 (Asc 28, Asc 29) 

0 
0 (nedostatek buněk) 
2 (Asc 18 Asc 22) 

8 

lokalizace nádoru 
miéčná žláza 
ovarium 
neznámy primární nádor 
mléčná žláza + ovarium 
mléčná žláza + endometrium 
endometrium 
pilce 
pleura 
brzlík 
NH lymfom 
liposarkom plicnl metastázy 
spolu 

počet pacientů 
12 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

24 

Hrudní výpotky 
počet maligních výpotků 

7 
1 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
0 

17 

počet úspěšně provedených testů 
3 (PL 6, PE 7, PE 8) 

0 (málo buněk) 
0 (kontaminace; nedostatek buněk) 

0 (málo buněk, sferoidy) 
0 (málo buněk, sferoidy) 

0 (sferoidy) 
1 (PE 22) 
1 (PE 9) 

0 
1 (PE 38) 

0 
6 

Hustopeče), 2% embryonálního telecího séra (Sigma), 0,195% 
NaHC0 3 ,0 ,02 M TES, N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2-amino-
ethane sulfonic acid, Serva). Pomocí N a O H bylo pH média upra­
veno na 7,4. 
Jako oplachovací médium bylo používáno H - M E M d médium s 2-
násobně koncentrovanými antibiotiky (penicilin a streptomycin). 
Percoll (Pharmacia), původní koncentrace 1,13 g/ml, byl na koneč­
nou koncentraci upraven naředěnlm standardním solním rozto­
kem (PBS). 
K centrifugaci výpotků byly použité 50 ml sterilní centrifugační 
polypropylénové zkumavky (NUNC) a k vysokootáčkové gradi­
entově centrifugaci byly použité 15 ml steriíní centrifugační poly­
propylénové zkumavky (NUNC). Percoll tvořil 2,5 ml objemu, 
na to bylo opatrně naneseno 10 ml buněčné suspenze. 
Příprava buněk na test 
Získaná buněčná suspenze byla ředěna v kultivačním médiu na 
koncentraci 5x 105 buněk/ml. Osmdesát ml této suspenze bylo 
pipetováno sterilní špičkou a mikropipetou (Gilson, 100-200 ml) 
do vnitřníchjamek (všechny kromě Al-12,Hl-12,B-G1aB-G12) 
96 jamkové sterilní destičky ( N U N C , dále jenom destička) s kul­
tivační úpravou povrchu jamek. Zevní, prázdné jamky, byly zapl­
něné 100 ml kultivačního média a při měření výsledku byly pou­
žité jako pozadí. 
Aplikace cytostatik 
Cytostatika byla aplikovaná bezprostředně k pipetované buněčné 
suspenzi. Celkový objem cytostatik byl 20 ml. Pro odvození in vit­
ro testované koncentrace byla použita hodnota maximální dosa­
hované plasmatické koncentrace cytostatika v krevní plasmě paci­
entů (peak plasma concentration =ppc), pro přehled jsou uvedeny 
v tabulce č.2. Zásobní roztok v koncentraci 100-násobku ppc se 
ukázal pro většinu cytostatik jako vhodná koncentrace k dlouho­
dobému uskladnění (6 měsíců) při -70 ° C bez poškození aktivity 
látky (Bosanquet 1986, Bosanquet 1996, Hunter et al. 1994, Von 
Hoff DD et al. 1983, Weisenthal et al. 1983). Ředění cytostatik 
probíhalo bezprostředně před jejich aplikací do testovací destičky. 

V každém řádku (vyjma prvního A1-12 aposledního H1-12) byla 
testována účinnost jednoho cytostatika v různých koncentracích. 
Maximální testovaná koncentrace chemoterapeutika byla rovněž 
přidána k první jamce svého řádku, bez buněk, aby při vyhodno­
cování testu bylo možno odečíst změnu optické denzity, kterou 
způsobuje cytostatikum samotné. Výběr cytostatik se řídil množ­
stvím získaných maligních buněk, histologií původního nádoru 
a předchozí léčbou pacienta. Celkově bylo možno v in vitro systé­
mu testovat tyto cytostatika, které nepotřebují ke své aktivaci jater­
ní enzymatický systém organizmu: doxorubicin, epirubicin, 5-flu­
orouracil, gemcitabin, cisplatina, karboplatina, paklitaxel, 
bleomycin, topotekan, vinblastin, vinkrisun, vinorelbin, dakar-
bazin (po jednohodinové aktivaci na přímém slunečním světle, 
Von Hoff etal. 1990b), etoposid, teniposid, mafosfamid (in vitro 
aktivní analog cyklofosfamidu). Výrobci používaných substancí 
jsou uvedení v tabulce č.2. Po pipetovaní cytostatik byla destička 
jemným zatřesením promíchaná a uchovávaná za standardních 
kultivačních podmínek (37 °C, 3,5% C 0 2 ) po dobu 72 až 96 hodin. 

Tab.2: Používané cytostatika a předpokládaná ppc. 
chemická látka 

bleomycin 
cisplatina 
karboplatina 
doxorubicin 
epirubicin 
5-fluorouracil 
gemcitabin 
vinblastin 
vinkristin 
vinorelbin 
dakarbazin 
topotekan 
paklitaxel 
mafosfamid 
etoposid 
teniposid 

obchodní přípravek a výrobce 
Bleocin, Nippon Kayaku Co Ltd 
Platidiam, Lachema 
Cycloplatin, Lachema 
Doxolem, Medicom International s.r.o. 
Farmorubicin, Farmitalía Carlo Erba 
Fluoro-uracil, Roche 
Gemzar, Lilly France S.A. 
Vinblastin, Gedeon Richter Ltd. 
Vincristin, Gedeon Richter Ltd. 
Navelbíne. Pierre Fabre Oncologie 
Dacarbazin, Lachema 
Hycamtin, Smith Kline Beecham 
Taxol, Bristol Myers-Squibb 
Mafosfamide-L-Lysine, ASTA Medica AG 
Vepesid, Bristol Myers-Squibb 
Vumon, Bristol Myers-Squibb 

předpokládaná ppc 
2µg/ml 
5µg/ml 

20 µg/ml 
0,5 µg/ml 
0,5 µg/ml 
30 µg/ml 
30 µg/ml 
1 µg/ml 

0,5 µg/ml 
2 µg/ml 
15 µg/ml 
1 µg/mll 

10 µg/ml 
1 µg/ml 

40 µg/ml 
20 µg/mll 
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Příloha č.3: 
PE 6 821etá pacientka, karcinom prsu diagnostikován v prosinci 1997 ve stádiu T4N2M1 (postižení 
nadklíčkových uzlin). Do srpna 1998 nemoc stabilizovaná podáváním Tamoxifenu. Při lokoregionální 
progresi pak horrnonoterapie změněna na Arimidex. V březnu 1999 se objevil hydrothorax (z tohoto 
výpotku izolován vzorek PE 6), pacientka za několik dní umřela po embolizaci do plic. 
PE 7 - 66letá pacientka s duktálním, invazivně rostoucím karcinomem prsu po ablaci a exenteraci uzlin 
v roce 1987. Absolvovala adjuvantní chemoterapii C M F (6 cyklů) a lokoregionální aktinoterapii. V 
roce 1996 pro suspektní recidivu (plicní nález) pokračovala chemoterapií F A C a hormonoterapií Tamo-
xifenem. V březnu 1999 nález na plicích progredoval, objevil se fluidothorax, došlo k celkovému zhor­
šení stavu. Brzo po evakuaci výpotku (PE 7) došlo k úmrtí pacientky. 
PE 8 - 471etá pacientka po ablaci prsu pro karcinom v únoru 1995 (pT2 NO M0). Adjuvantně podaná 
chemoterapie C M F . V únoru 1999 relaps nemoci s postižením měkých tkání v oblasti nadklíčku, hyd­
rothorax. Jeho evakuací byl získán vzorek PE 8, malignita výpotku cytologicky potvrzena. Pacientka 
zahájila chemoterapii F A C , na které došlo ke kompletní regresi nemoci. Od jejího skončení sledována, 
bez známek nemoci. 
Asc 17 - 56letý pacient s karcinomem žaludku po gastrektomii v březnu 1998, s infiltrovanými peri-
gastrickými uzlinami, místy s extrakapsulárním šířením. Absolvoval pooperačně chemoterapii E L F 6-
krát. Od listopadu 1998 pokračoval chemoterapií F U F A do února 1999. V březnu 1999 přichází na naší 
kliniku s recidivou procesu v břiše, sahající až do malé pánve a s břišním výpotkem. Jeho evakuací byl 
získán vzorek Asc 17. Tumorózní masa způsobila oboustrannou hydronefrózu, pro kterou nebylo mož­
né pokračovat v chemoterapii. 

Na uvedených grafech je výsledek testu rezistence nádorových buněk vůči doxorubicinu (doxo), 5-fluo-
rouracilu (5-FU), gemcitabinu (gem), cisplatina (cisPt) a paklitaxelu (ptx). Na ose x jsou v logaritmic­
kém měřítku vyneseny koncentrace, ve kterých byly látky testovány (jako násobek ppc). Na ose y je vyne­

seno procento viabilních buněk. 
Legenda u grafu Asc 17 je společná 
pro všechny čtyři grafy. Rezistence 
buněk vzorku PE7 a Asc 17, které pat­
řili více předléčeným pacientům, je 
znatelně vyšší. Buňky PE 8 jsou in 
vitro citlivé vůči doxorubicinu i 5-flu-
orouracilu, viabilita buněk v těchto 
substancích klesá již při nízkých kon­
centracích. Analogicky tomu paci­
entka reagovala na chemoterapii 
F A C kompletní regresi nemoci. 

M T T test 
Po skončení inkubace buněk s cytostatiky (72-96 hod) bylo do 
každé jamky přidáno 10 ml M T T roztoku (3-[4,5-dimeťhylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma), čerstvě při­
praveného v koncentraci 5 mg/ml P B S a filtrovaného přes 0.2 mm 
filtr (Mi l l ipore) . Po 6 hodinách inkubace v 37 °C a 3.5% C O , by la 
pod invertovaným mikroskopem s fázovým kontrastem ( O l y m ­
pus C K 2 ) hodnocena v každé jamce přítomnost buněk, je j ich via­
bi l i ta a důsledně zkontrolováno jes t l i nedošlo ke kontaminaci 
jamek (bakteriální č i kvas inková kontaminace, mikroskopicky 
dobře detekovatelná, má zásadní v l i v na výslednou optickou den-
zitu jamky, ve které se nachází). Všechny odchylky by ly pečlivě 
zaprotokolovány a brány v úvahu př i hodnocení testu. Poté by lo 
do každé jamky přidáno 100 ml 10% lyzačního roztoku S D S (Lau-
ry l sulfate, Sigma) s pH upraveným pomocí N a O H na 5.3. Destič­
ka by la dále kult ivována přes noc při 37 ° C. Po skončení inku­
bace byla změřena optická denzita všech jamek v E L I S A readeru 
( M R 700, Dynatech) při vlnové délce 550 nm a pozadí 630 nm. 
Vyhodnocení testu 
Získané hodnoty optické denzity jednot l ivých jamek byly grafic­
ky zpracovány v programu Microsof t E x c e l . Na ose x by ly zazna­
menány koncentrace testovaných cytostatik v jej ich relativní hod­
notě (násobek ppc), na ose y procento v iabi lních buněk. Procento 
v iabi lních buněk bylo vypočteno jako podí l optické denzity v tes­
tovací jamce a optické denzity v jamce bez př í tomných cytosta­
tik. Od obou hodnot bylo odečteno pozadí - optická denzita jamek, 
ve kterých bylo jenom médium, M T T a S D S . Od testovací jamky 
s maximální koncentrací cytostatika bylo odečteno i pozadí cyto­
statika, tj optická denzita jamky, ve které bylo k médiu přidáno 
jenom cytostatikum v této maximální testované koncentraci. V pří­
padě doxorubicinu bylo nutné takto korigovat optickou denzitu 
všech jamek s výslednou koncentrací cytostatika vyšší než je 
1xppc. U ostatních cytostatik b y l jej ich v l i v na výslednou optic­
kou denzitu jamek zanedbatelný. 

Výsledky 
V průběhu zhruba jednoho roku bylo pro další zpracování získá­
no 34 břišních a 24 hrudních výpotku. Přítomnost mal igních ele­
mentů by la cytologicky potvrzena u 10 břišních a 17 hrudních 
výpotku. Dostatečné množství maligních buněk, potřebné k pro­
vedení testu (500 000 v iabi ln ích buněk na jedno cytostatikum), 
bylo však po centrifugaci 500 ml těchto výpotku získáno pouze 

z 11 břišních a 6 hrudních výpotku. Zejména u hrudních výpotků 
bylo častým problémem po izolaci nádorových buněk jej ich shlu­
kování do velkých, dutých, mnohobuněčných koulí, které bránily 
vytvoření homogenní suspenze těchto buněk a t ím provedení tes­
tu. V případě malého množství nádorových buněk byla z n ich zalo­
žena kultura s úmyslem namnožit tyto buňky a provést test che-
morezistence po jej ich pasáži in vitro. V jediném případě (Asc 29) 
by l pokus o založení kultury úspěšný. V ostatných případech došlo 
většinou k adhezi mal igních buněk na povrch kultivační misky či 
lahvičky a poté j i ž pouze k je j ich degeneraci a buněčné smrti. Po 
někol ika dnech (7-10) došlo ve většině založených kultur k prol i-
feraci příměsných fibroblastů a mezotelií a posléze, po asi 20 dnech, 
k je j ich přemnožení. V tabulce č. 1 je přehled zdrojů výpotku 
a je j ich využitelnosti vzhledem k primární lokal izaci nádoru. 
Na někol ika prvních vzorc ích by ly testovány jenom tři koncent­
race cytostatik ve lmi širokého rozptylu. V ý s l e d n á koncentrace 
b y l a rovná setině, jednonásobku a stonásobku ppc. V případě 
některých substancí, maximální koncentrace, která by la in vitro 
testována, musela být nižší, což bylo dáno koncentrací látky, v jaké 
byla dodávána. Tak 5-fluorouracil by l testován při maximální kon­
centraci 20 xppc, gemcitabin 20 x ppc a cisplatina 10 x p p c . Pak-
litaxel b y l pro svoje vysoce v iskózní vlastnosti testován maxi­
málně v koncentraci 20 xppc. K a ž d á koncentrace by la testovaná 
minimálně ve třech jamkách. 
Výs ledky testů potvrdily, že př i důsledné homogenizaci buněčné 
suspenze je variabilita hodnot optické denzity naměřených v jam­
kách se stejnou koncentrací testovaného agens nízká. V grafech 
v pří loze čís lo 3 je uveden výsledek testování chemorezistence 
izolovaných buněk u čtyř pacientů ( P E 6, PE 7, PE 8 a A s c 17). 
Nádorové buňky by ly kult ivovány v doxorubicinu, 5-fluoroura-
c i l u , cisplatině, gemcitabinu a paklitaxelu ve výše popsaných kon­
centracích. Výs ledek testu ukázal, že buňky izolované z výpotku 
více předléčených pacientů ( P E 7 a A s c 17) vykazují větší rezi­
stenci v ů č i testovaným cytostatikům. M a l i g n í buňky ze vzorku 
PE 8 nejevily in vitro rezistenci v ů č i doxorubic inu ani 5 - F U . 
V korelaci s t ím pacientka, která by la dále léčená chemoterapií 
F A C dosáhla kompletní regrese nemoci. 
Následovalo někol ik testů, ve kterých b y l zvětšen počet testova­
ných koncentrací nejdříve na pět, s každou koncentrací opakova­
nou 2krát. Protože se opět potvrdi l malý rozptyl hodnot výsledné 
optické denzity při stejné koncentraci testovaného cytostatika, b y l 
počet koncentrací jedné testované látky zvýšen na devět. V tom-
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Příloha č.4: 
Asc 18 a Asc 22 (A18, 
A22) - 271etá pacient­
ka, přeložena na naší 
kliniku s primárním 
záchytem nádorového 
onemocnění, které se 
manifestovalo přítom­
ností maligních výpot-
ků - břišního, obou­
stranně hrudního, 
perikardiálního a zvět­
šených subklavikulár-
ných uzlin vlevo. Dne 
13.4.99 byla provedena 
evakuace břišního 
výpotku, z něhož byl 
získán vzorek Asc 18. 
Po jeho evakuaci bylo 
rozhodnuto, pro rych­
lou progresi nemoci 
a zhoršování stavu, 
o aplikaci chemotera­
pie paklitaxel + cispla­
tina. Několik dní po 
aplikaci, 26.4.99, byla 
nutná opakovaná eva­
kuace břišního výpot­
ku, z kterého byl zís­
kán vzorek Asc 22. V 
krátké době došlo 
u pacientky k celkové­
mu metabolickému 
rozvratu a k exitu. 
V každém grafu je 
vynesen výsledek tes­
tování rezistence buněk 
izolovaných z Asc 18 
a Asc 22 k jednomu 
chemoterapeutickému 
agens. Na ose x jsou v 
logaritmickém měřítku 
vyneseny koncentrace, 
ve kterých byly látky 
testovány (jako náso­
bek ppc). N a ose y je 
vyneseno procento via-
bilních buněk. Zajíma­
vý je fakt, že zatím co 
odpověď buněk izolo­
vaných z dvou za 
sebou v krátké době 
(13 dní) následujících 
výpotků na většinu tes­
tovaných látek zůstává 
přibližně stejná, prudce 
stoupá rezistence vůči 
paklitaxelu. 

Pří loha č. 5: 
Asc 28 a Asc 29 - 501etý pacient od května 1999 s nádorem neznámé primární lokalizace, metastazujícím do krčních uzlin vpravo a do jater. V čer­
vnu a červenci 1999 absolvoval dva cykly chemoterapie cisplatina + vepesid, při kterých progrese stavu. Dne 16.8.99 byla provedena evakuace břiš­
ního výpotku, bohatá na nádorové buňky. Z této punkce byl získán vzorek Asc 28. Den po punkci byl aplikován intravenózně doxorubicin v monote-
rapii. 20.8. provedena další punkce břišního výpotku, získán vzorek Asc 29. Exitus nastal druhý den. 
Grafy v příloze číslo 5 ukazují výsledek testování rezistence buněk izolovaných z obou výpotků vůči vybraným cytostatikům (cDDP - cisplatina, 
Doxo - doxorubicin, Taxol - paklitaxel). Na ose x jsou v logaritmickém měřítku vyneseny koncentrace, ve kterých byly látky testovány (jako náso­
bek ppc). Na ose y je vyneseno procento viabilních buněk. Rovněž jako v předešlém případě došlo k indukci rezistence buněk vůči, jinak in vitro vel­
mi účinnému, paklitaxelu. V tomto případě j iž bylo testováno 9 koncentrací v rozmezí 0,01 až 100 xppc, každá koncentrace pouze jedenkrát. 



Příloha č. 6: Grafy ukazují výsledek testování rezistence buněk izolovaných z břišních výpotků dvou pacientek s ovariálním nádorem. V prvním 
případě byly izolované buňky označené Asc 54. Ve druhém případě, Asc 58, izolované množství buněk umožnilo provedení testu se stejnými látkami 
opakovaně. Na ose x grafů je zaznamenána koncentrace testovaných látek v relativní hodnotě, jako násobek jejich ppc. Na ose y je zaznamenáno pro­
cento viabilních buněk po kokultivaci s testovanou chemickou látkou (gem - gemcitabin, mafos - mafosfamid, cisDDP - cisplatina, CarboPt - kar­
boplatina, paklitx - paklitaxel, topo - topotekan). Je možné pozorovat, že odpověď buněk Asc 58 je v obou případech (Asc 58A a Asc 58B) stejná 
a liší se od odpovědi buněk Asc 54. 

to provedení j i ž pak nebylo možno testovat více jamek stejné kon­
centrace. 
V grafech v pří loze čís lo 4 a 5 je výsledek testu s pěti (č.4) a deví­
ti (č.5) koncentracemi testovaných látek provedeného na buňkách 
z ískaných z opakované břišní punkce dvou pacientů. V obou pří­
padech šlo o vysoce pokroči lé nádorové onemocnění, málo před­
léčené, nereagující na podanou chemoterapii. V obou případech 
mezi evakuací prvního a druhého výpotku došlo k apl ikaci 1 cyk­
lu chemoterapie. Zaj ímavý je proto fakt, že v obou případech došlo 
u nádorových buněk z druhého výpotku k " i n d u k c i " resistence 
vůči paklitaxelu, látce, vůči které většina testovaných buněk in 
vitro byla vysoce ci t l ivá. 
V další sérií testů bylo na základě výsledků předchozích testů vybrá­
no užší rozmezí testovaných koncentrací. P r o většinu cytostatik je 
testována 0,5 až 50-násobná koncentrace ppc, v tomto rozmezí je 
testováno 8 koncentrací. Pro cisplatinu je testováno 6 koncentrací 
v rozmezí 0,5 až 20-ti násobku ppc a pro paklitaxel 8 koncentrací 
v rozmezí 0,05 až 20-ti násobku námi uvažované ppc koncentra­
ce. V tomto uspořádání b y l i zatím provedené čtyři poslední testy 
(Asc 54, A s c 58, A s c 65 a PE 38). V případě výpotku ovariálního 
nádoru A s c 58 nám dostatek izolovaných buněk umožni l provést 
dva na sebe nezávisle testy se stejnými koncentracemi stejných 
chemoterapeutických látek. V příloze čís lo 6 lze opět vidět, že dvě 
odlišné buněčné kultury A s c 5 4 a A s c 58 se liší svou odpovědí na 
testované koncetrace cytostatik, zatím co pro opakované provede­
ní testu se stejnou buněčnou kulturou zůstavává odpověď stejná. 

Diskuse 
Testování chemoterapeutik in vitro zahrnuje mnoho kroků, jej ichž 
nesprávné provedení či interpretace může vést k selhání celého 
testu. P ř i testování nádorové buněčné populace získané rozvol-
něním sol idních nádorů je prvním problémem j i ž získání dosta­
tečně velkého vzorku, který lze použít pro in vitro test. M a l i g n í 
výpotky j sou z tohoto pohledu lehce dostupným zdrojem nádoro­
vé buněčné populace. V našem souboru jen asi čtvrtina výpotků 
obsahovala dostatečné zastoupení nádorové populace. Izolace 
těchto buněk z příměsných benigních elementů (erytrocyty, gra-
nulocyty, malé i velké monocyty, mesotelie, často i degenerova­
né, fibroblasty) je do určité míry možná pomocí gradientově cent-
rifugace v Percol lu. Přesto je nesporné, že část benigní populace 
zůstává i po opakovaném pročištění suspenze přítomná. Z každé 
izolované a pročištěné buněčné suspenze j sme zakládali souběž­
ně buněčnou kulturu. K proliferaci benigních elementů docháze­

lo až po 7-10 denní pokojové fázi. K ovl ivnění výs ledků testu pro­
vedeného v prvních 3-5 dnech po izolac i buněk teda může dojít 
jedině v případě, že je zastoupení benigních buněk i po i zo lac i 
významné. Zůstává proto nezbytným ověření procentuálního 
zastoupení v iabi lních nádorových buněk v izolované buněčné sus­
penzi a v ideálním případě rovněž v negativní kontrole (nevysta­
vené žádnému cytostatiku) po skončení testu. Suspenzi s méně 
než 5 0 % zastoupením v iabi ln ích nádorových buněk zcela určitě 
nelze považovat za použitelnou. Tento fakt je o to důležitější, že 
i benigní buněčná suspenze, s kterou b y l in vitro proveden test 
s někol ika cytostatiky měla určitou charakteristickou cit l ivost 
či rezistenci vůči těmto látkám. Z výsledku testu nelze j i ž pak zpět­
ně odečíst jaká populace buněk by la testována. 
Přesto, že M T T test patří k těm testům, jejichž provedení je rela­
tivně jednoduché, zjistili jsme, že pro získání val idních dat je nut­
né při jeho provedení přesně dodržovat určitý postup v některých 
krocích. Buněčná suspenze, která bude v testu použita, musí být 
maximálně homogenní. Proto i v průběhu její aplikace do 96 jam­
kové destičky musí probíhat její neustála resuspendace. Zároveň 
ale tento proces nesmí trvat dlouho, protože proudění vzduchu 
v laminárním boxu (sterilní prostředí je zcela nezbytné) dokáže 
v průběhu zdlouhavé manipulace s otevřenou destičkou zmenšit 
objem suspenze v jamkách až o 10%, co j i ž není zanedbatelné. Totéž 
platí pro následnou práci s cytostatiky, které, pro uchování aktivi­
ty, je vhodné uchovávat koncentrované v -70 °C a ředit až před pou­
ži t ím. Manipulace s n i m i po rozmrazení nesmí být příliš zdlouha­
vá pro jejich vysokou citlivost na světlo a pro možnou změnu jejich 
aktivity. Vynechání krajních jamek pouze pro médium je rovněž 
nevyhnutné, vypařování média z těchto krajních jamek po dobu 
inkubace bylo pozorováno i j i n ý m i autory (Pieters et al. 1990). Doba, 
po kterou je doporučené inkubovat buňky v přítomnosti cytostatik 
se podle různých autorů liší od 1 hodiny ( V o n H o f f et al. 1990b), 4 
hodin (Smith et al. 1990) až po 96 hodin (Bosanquet et al. 1996). Nej­
více používanou dobou, zejména v M T T provedení zůstává 72 
hodin. Př i hodnocení viability buněk považujeme za zcela nezbyt­
né, před z lyzovaním M T T krystalků a s t ím i úp lným z lyzováním 
buněk, aby by l zhodnocen opticky obsah všech jamek. L z e tak pře­
dejít zanesení nespecifických hodnot do výsledku testů. 
V ý b ě r koncentrací, které budou v in vitro testu použité, je dalš ím 
k l í č o v ý m bodem úspěšnosti testu. Kul t ivace nádorových buněk 
v cytostatikách in vitro je v mnohém odlišná od in vivo situace. 
Proto není možné jednoduše odvodit koncentraci pro in vitro tes­
tování od léčebné dávky. Pomocí dosavadních výsledků jsme se 
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snažili zjistit kritickou koncentraci testovaných cytostatik in vit­
ro, tj koncentraci, při které dochází u většiny buněk k manifesta­
ci cytotoxického účinku. Až po získání výsledků testů mnoha roz­
ličných buněčných kultur testovaných v těchto kritických 
koncentracích budeme moci srovnat odpovědi různých kultur 
navzájem a zjistit, zda je možné z výsledku testu předpokládat 
odpověď pacienta na léčbu. 

Závěr 
Cílem práce, která nadále pokračuje, je zjistit, zda je možno buňky 
izolované z maligních výpotků pacientů s pokročilým nádorovým 
onemocněním použít k vedení jejich další léčby. Z předběžných 
výsledků experimentů lze tvrdit následující: (1.) Maligní výpotky 
(s cytologicky potvrzenou přítomností nádorových buněk) jsou cen­
ným zdrojem nádorových buněk, které lze dále použít. (2.) Tyto 
maligní buňky lze izolovat od příměsných benigních buněk a tuto 
izolaci opět cytologicky potvrdit. (3.) Jedna z možností použití izo­
lovaných nádorových buněk je testování účinku cytostatik in vitro. 
(4.) Většina cytostatik je aktivní i v in vitro kultivačním systému. 
(5.) Citlivost izolovaných maligních buněk na jednotlivá cytostati­
ka in vitro je měřitelná pomocí testování viability buněk po jejich 
expozici testované látce. (6.) Odpověď buněčných kultur na testo­
vaná cytostatika je pro ně charakteristická (opakování testu vede ke 
stejným výsledkům) a odlišuje je od jiných buněčných kultur. 
Je třeba získat ještě další srovnatelné data k ověření těchto hypo­
téz: (1.) Odpověď maligních buněk na cytostatika in vitro je ovliv­
něna stádiem nemoci a lze proto jejich citlivost či rezistenci pova­
žovat za další použitelný diagnostický či prognostický faktor. (2.) 
Z odpovědi maligních buněk in vitro lze analogicky odvodit prav­
děpodobnost odpovědi nádorových buněk in vivo na stejné agens. 
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