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Souhrn: Bylo zpracovano 34 bfiSnich a 24 hrudnich vypotki pacientti s nadorovym onemocnénim. U jedné Ctvrtiny z t€chto \?’rpotkﬁ
byla cytologicky potvrzena pritomnost malignich bun€k. Byla vypracovéna metoda k jejich izolaci od %ﬁmésnych benignich elemen-
ti. U 11 brisnich a 6 hrudnich \Q'f%otkﬁ umoznilo izolované mnozstvi nadorovych bunék provedeni M T T testu chemorezistence vi¢i
cytostatikiim. Vétsina provedenych testii slouZila k vyvoji metodiky a k uptesnéni in vitro kritické koncentrace cytostatik, pfi které
dochdzi k manifestaci cytotoxickych tcinkii. Pedb&Zné vysledky ukazuji, Ze citlivost nddorovych bunék viici cytostatikiim in yitro je
jejich dalsi biologickou charakteristikou zavislou pravdépodobné na stadiu nemoci a predchozi 1é¢bé. Vyvinutd metodika nyni slouzi
k ;égk;ivéni dalsich dat, kterd umozni ovéfit, zda existuje korelace mezi odpovédi izolovanych bunék v in vitro testu a 1é¢ebnou odpo-
védi in vivo.

Kli¢ové slova: maligni vypotek, 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
posmblht%_/ of using isolated malignant cells to guide the treatment of oncology patients. Malignant cells were cytologically confirmed
1n 25% of the examined effusions. A method to isolate these cells devoid of benign cells was developed. The in vitro M TT 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 (\ivere edfﬁ-
ents is case-dependent

cient in vitro. Preliminary results show that the in vitro sensitivi%/resistance of maltiﬁnant cells to cytostatic
and depends on the stage of the disease and previous treatment of the

atient. 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.
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tvod

Nédorova onemocnéni jsou charakterizovana Sirokou variabilitou
klinického vyvoje. Pribéh neléteného onemocnéni 1ze pfedpo-
védét pomoci prognostickych faktord. Volba uéinné systémové
1é¢by je zalozend na vyuziti prediktivnlch faktort, které umozni
identifikovat nemocné jeZ budou mit ze stanoveného postupu nej-
vétsi prospéch. Snahy onkologti o Uspésnou 1é¢bu nadorovych
onemocnéni proto vedou k trendu individualizace 1é¢by pacientl
s vyuzitim biologickych vlastnosti nadorti, detekovatelnych diky
rychlému vyvoji molekuldrné-biologickych metod. Jednou
z nepfiznivych vlastnosti nddorovych bunék, kterd mtize limito-
vat terapeutickou odpovéd pacienta, je plivodné geneticky pod-
minénd ¢i v pribéhu 1é¢by ziskand rezistence bunék vii¢i chemo-
terapeutickému agens. Jenom na urovni bunky je mnoho
mechanizmi, které mohou tuto rezistenci navodit. Je to sniZeny
vstup ¢i zvySené vyluCovani cytostatika burikou, snizena schop-
nost aktivace ¢i zvySend schopnost inaktivace 1éku bunéénym
enzymatickym mechanizmem, snizena ¢i zvySena hladina cilo-
vého enzymu v buiice, ¢i jeho zménéna struktura, zvySend schop-
nost opravy lékem navozené D N A poruchy, zména v apoptotic-
ké signdlni draze a dal8i (pro ptehled viz Tannock et al. 1998 ).
Pomoci molekularné biologickych metod lze dneska tyto jednot-
livé poruchy detekovat. Nabizi se vS§ak moznost detekovat rezi-
stenci, podminénou na bunééné Grovni, jedinym testem a to pfi-
mym testem chemorezistence malignich bunék in vitro. Existuje
nékolik zptisobu testu chemorezistence in vitro o jejichz pied-
nostech i nedostatcich bylo napsano jiz mnoho ¢lankid (Bellamy
1992, Fruehauf 1993, Von Hoff 1990a, Wrisenthal 1991, Cree IA
et al. 1997 a fada dalsich). Z praktického hlediska je nejvyhodnéjsi
MTT test chemorezistence (Black et al. 1954, Carmichael et al.
1987). Je zalozeny na testovani viability bunék, které byly vysta-
vené pusobeni cytostatik. Mitochondridlni enzym sukcinyl dehyd-
rogendza viabilnlch bunék redukuje Zlutou tetrazoliovou sil na
tmavé modré, ve vodé nerozpustné krystalky. Po rozpusténi téch-
to krystalkdl lyzaénim roztokem je spektrofotometricky méfend
opticka denzita roztoku ukazovatelem mnoZzstvi pfezivajicich,
resp. metabolicky aktivnich bunék. Nedostatkem M TT testu je,
Ze nedokdze odlisit metabolickou aktivitu pfimésnych benignich
bunék v kultufe a ze nedokdze rozeznat buitku docasné metabo-
licky inaktivni (cytostaticky u¢inek 1éku) od trvale inaktivni, defi-
nitivné poskozené buiiky (cytotoxicky u¢inek). Obecné muiZe tes-
tovani chemoterapeutik in vitro selhdvat zejména na téchto
klicovychkrocich:izolace a identifikace nddorové bunécné popu-

lace pro in vitro test, uchovani aktivity chemoterapeutik in vitro
a pouziti takové koncentrace a délky expozice cytostatik in vitro,
které by simulovali podani 1éku in vivo.

V systémové chemoterapii nddorovych onemocnéni se standard-
né vyuzivaji v klinickych studiich ovétené rezimy. P¥i selhani 1é¢-
by prvni, druhé, nebo vys$si fady je vybér chemoterapie omezen
a volba 1é¢by neni standardné urcena.

U ¢asti nemocnych se recidiva manifestuje malignim vypotkem.
Cilem této prace proto bylo prozkoumat moznost pouziti buné¢k
izolovanych z malignich vypotki téchto pacientt k vedeni jejich
dalsi 1écby.

V tomto ¢lanku pfind$ime metodiku nasi prace, kterou vyvijime,
konzultujeme a upravujeme jiz del$i dobu a nase experimentalni
vysledky a zkuSenosti za prvni rok. Diskutujeme jejich vypovéd-
ni hodnotu.

Metody

Izolace malignich bunék z vypotki

Vypotky byly ziskané standardné provedenou hrudni &i biisni
punkci nemocnych onkologické kliniky ¢i gynekologické kliniky
VFNal.LFUK.Prvnich 500 ml punkto vané tekutiny bylo zachy-
ceno sterilné do infusni 1dhve. Vzorek punktdtu byl zaslan ke stan-
dardnimu cytologickému vySetieni. Vypotek byl do zpracovani
skladovan v pokojové teploté, v ptipadé Ze Slo o hemoragicky,
nebo vysoce viskdzni vypotek, bylo do néj ptidano 5-10 ml Hepa-
rinu 25-500 tis. m. j. Po centrifugaci vypotkd pti 150 g byl sedi-
ment promyty v proplachovacim médiu a opét centrifugo van. Sedi-
ment byl resuspendovan v malém objemu kultiva¢niho média,
opatrné nanesen na vrstvu Percollu (Pharmacia Fine Chemicals)
o hustot¢ 1,05 g/ml. Poté probéhla gradientova centrifugace 10
min pii otd¢kach 2000 g. Po skonceni centrifugace byl viditelny
na dné konické zkumavky sediment erytrocytti a bilych krvinek.
Narozhrani Percollua médiabylv pfipad€ pritomnosti malignich
bunék ve vypotki vytvoien bily prstenec. Ten byl izolovdn hru-
bou sterilni jehlou (0,9x70 mm, Braun) a zbaven zbytkd Percollu
promytim v proplachovacim médiu a centrifugaci. V piipadé
masivni hemordagie byla procedura s Percollem opakovéana 2-3-
krat. Po proplachu byly izolované buriky resuspendované v kul-
tivatnim médiu, spocitané v Blirkerové komtirce (Meopta) a vzo-
rek byl opét odeslan na cytologické vySetfeni.

Jako kultivaéni médium bylo pouzivano R P M1 1640 médium dopl-
néné glutaminem (150 mg/500 ml média, Sevac), antibiotiky
(penicilin a streptomycin, Biotika), 10% teleciho séra (ZVOS
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Tab.l: Zdroje vypotkti vzhledem k ptivodni diagnose nemoci, jejich malignita a vyuZzitelnost pro test

Biisni vypotky
lokalizace nadoru pocet pacientli |pocet malignich vypotkii  pocet ispésné provedenych testu
ovarium 14 3 3 (Asc 54, Asc 58, Asc 65)
pankreas 6 2 0 (nedostatek bunék)
kolorektalni karcinom 3 0 0
mlécna Zlaza 2 1 0 (nedostatek bungk)
ledvina 2 0 0
plice 0 0
pleura 0 0
Zaludek 1 1 (Asc17)
Zluénik 2 2 (Asc 28, Asc 29)
jatra 0 0
ovarium + mlécna Zlaza 1 0 (nedostatek bunék)
neznamy primarni nador ? 2 (Asc 18 Asc 22)
spolu 34 12 8

Hrudni vypotky

lokalizace nadoru pocet pacientli  po&et malignich vypotkil |po&et isp&%né provedenych testl
miééna Zlaza 12 7 3 (PL 6, PE 7, PE 8)
ovarium 2 1 0 (malo bunék)
neznamy primarni nador 2 2 0 (kontaminace; nedostatek bunék)
mlécna Zlaza + ovarium 1 1 0 (malo bungék, sferoidy)
mlé¢na Zlaza + endometrium 1 1 0 (malo bungék, sferoidy)
endometrium 1 1 0 (sferoidy)
pilce 1 1 1(PE22)
pleura 1 1 1(PE9)
brzlik 1 1 0
NH lymfom 1 1 1 (PE 38)
liposarkom plicnl metastazy 1 0 0
spolu 24 17 6

Hustopece), 2% embryondlniho teleciho séra (Sigma), 0,195%
NaHC0,,0,02 M TES, N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2-amino-
ethane sulfonic acid, Serva). Pomoci NaO H bylo pH média upra-
veno na 7,4.

Jako oplachovaci médium bylo pouzivano H-M E M d médium s 2-
nasobné koncentrovanymi antibiotiky (penicilin a streptomycin).
Percoll (Pharmacia), pivodni koncentrace 1,13 g/ml, byl na kone¢-
nou koncentraci upraven natedénlm standardnim solnim rozto-
kem (PBS).

K centrifugaci vypotkti byly pouzité 50 ml sterilni centrifugacni
polypropylénové zkumavky (NUNC) ak vysokootidckové gradi-
entové centrifugaci byly pouzité 15 ml steriini centrifugaéni poly-
propylénové zkumavky (NUNC). Percoll tvofil 2,5 ml objemu,
na to bylo opatrné naneseno 10 ml bunééné suspenze.

P¥iprava bunék na test

Ziskana buné¢nd suspenze byla fedéna v kultivaénim médiu na
koncentraci 5x 10° bundk/ml. Osmdesit ml této suspenze bylo
pipetovano sterilni $pi¢kou a mikropipetou (Gilson, 100-200 ml)
do vnitinichjamek (vSechny kromé Al1-12,HI1-12,B-G1aB-G12)
96 jamkové sterilni desticky (N UN C, déle jenom desti¢ka) s kul-
tivaéni upravou povrchu jamek. Zevni, prazdné jamky, byly zapl-
néné 100 ml kultivacniho média a pii méfeni vysledku byly pou-
Zité jako pozadi.

Aplikace cytostatik

Cytostatika byla aplikovana bezprostfedné k pipetované bunécné
suspenzi. Celkovy objem cytostatik byl 20 ml. Pro odvozeni in vit-
ro testované koncentrace byla pouzita hodnota maximalni dosa-
hované plasmatické koncentrace cytostatika v krevni plasmé paci-
entll (peak plasma concentration =ppc), pro piehled jsou uvedeny
v tabulce ¢.2. Zéasobni roztok v koncentraci 100-ndsobku ppc se
ukazal pro vétsinu cytostatik jako vhodna koncentrace k dlouho-
dobému uskladnéni (6 mésici) pii -70 ° C bez poSkozeni aktivity
latky (Bosanquet 1986, Bosanquet 1996, Hunter et al. 1994, Von
Hoff DD et al. 1983, Weisenthal et al. 1983). Redéni cytostatik
probihalo bezprostfedné pied jejich aplikaci do testovaci desticky.
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V kazdém tadku (vyjma prvniho A1-12 aposledniho H1-12) byla
testovana ucinnost jednoho cytostatika v riiznych koncentracich.
Maximalni testovand koncentrace chemoterapeutika byla rovnéz
pfiddna k prvni jamce svého fadku, bez bunék, aby pti vyhodno-
covani testu bylo mozno odecist zménu optické denzity, kterou
zpUsobuje cytostatikum samotné. Vybér cytostatik se fidil mnoz-
stvim ziskanych malignich bunék, histologii pivodniho nadoru
a predchozi 1é¢bou pacienta. Celkoveé bylo mozno v in vitro systé-
mu testovat tyto cytostatika, které nepotiebuji ke své aktivaci jater-
ni enzymaticky systém organizmu: doxorubicin, epirubicin, 5-flu-
orouracil, gemcitabin, cisplatina, karboplatina, paklitaxel,
bleomycin, topotekan, vinblastin, vinkrisun, vinorelbin, dakar-
bazin (po jednohodinové aktivaci na pfimém sluneénim svétle,
Von Hoffetal. 1990b), etoposid, teniposid, mafosfamid (in vitro
aktivni analog cyklofosfamidu). Vyrobci pouzivanych substanci
jsou uvedeni v tabulce ¢.2. Po pipetovani cytostatik byla desticka
jemnym zatfesenim promichand a uchovavana za standardnich
kultivaénich podminek (37°C, 3,5% C0,) po dobu 72 az 96 hodin.

Tab.2: Pouzivané cytostatika a predpoklidana ppc.

chemicka latka obchodni piipravek a vyrobce predpokladand ppc
bleomycin Bleocin, Nippon Kayaku Co Ltd 2ug/ml
cisplatina Platidiam, Lachema Sug/ml
karboplatina Cycloplatin, Lachema 20 pg/ml
doxorubicin Doxolem, Medicom International s.r.o. 0,5 pg/ml
epirubicin Farmorubicin, Farmitalia Carlo Erba 0,5 pug/ml
5-fluorouracil Fluoro-uracil, Roche 30 pg/ml
gemcitabin Gemzar, Lilly France S.A. 30 pg/ml
vinblastin Vinblastin, Gedeon Richter Ltd. 1 ug/ml
vinkristin Vincristin, Gedeon Richter Ltd. 0,5 pug/ml
vinorelbin Navelbine. Pierre Fabre Oncologie 2 ug/ml
dakarbazin Dacarbazin, Lachema 15 pg/ml
topotekan Hycamtin, Smith Kline Beecham 1 pg/mll
paklitaxel Taxol, Bristol Myers-Squibb 10 pg/ml
mafosfamid Mafosfamide-L-Lysine, ASTA Medica AG 1 ug/ml
etoposid Vepesid, Bristol Myers-Squibb 40 ug/ml
teniposid Vumon, Bristol Myers-Squibb 20 pg/mll




Ptiloha ¢.3:

PE 6 82letd pacientka, karcinom prsu diagnostikovan v prosinci 1997 ve stadiu T4AN2M 1 (postizeni
nadkli¢kovych uzlin). Do srpna 1998 nemoc stabilizovand poddvanim Tamoxifenu. Pti lokoregiondlni
progresi pak horrnonoterapie zménéna na Arimidex. V bieznu 1999 se objevil hydrothorax (z tohoto
vypotku izolovén vzorek PE 6), pacientka za nékolik dni umiela po embolizaci do plic.

PE 7 - 66letd pacientka s duktdlnim, invazivné rostoucim karcinomem prsu po ablaci a exenteraci uzlin
v roce 1987. Absolvovala adjuvantni chemoterapii C M F (6 cyklii) a lokoregionalni aktinoterapii. V
roce 1996 pro suspektni recidivu (plicni nélez) pokradovala chemoterapii FA C a hormonoterapii Tamo-
xifenem. V bieznu 1999 ndlez na plicich progredoval, objevil se fluidothorax, doslo k celkovému zhor-
Seni stavu. Brzo po evakuaci vypotku (PE 7) doslo k umrti pacientky.

PE 8 - 47letd pacientka po ablaci prsu pro karcinom v tnoru 1995 (pT2 NO M0). Adjuvantné podand
chemoterapie CM F. V tnoru 1999 relaps nemoci s postizenim mékych tkédni v oblasti nadkli¢ku, hyd-
rothorax. Jeho evakuaci byl ziskdn vzorek PE 8, malignita vypotku cytologicky potvrzena. Pacientka
zahdjila chemoterapii FAC, na které doslo ke kompletni regresi nemoci. Od jejiho skonéeni sledovana,
bez zndmek nemoci.

Asc 17 - 56lety pacient s karcinomem Zaludku po gastrektomii v bfeznu 1998, s infiltrovanymi peri-
gastrickymi uzlinami, misty s extrakapsuldrnim Sifenim. Absolvoval poopera¢né chemoterapii ELF 6-
krét. Od listopadu 1998 pokracoval chemoterapii F U F A do tinora 1999. V bfeznu 1999 ptichdzi na nasi
kliniku s recidivou procesu v bfise, sahajici az do malé panve as bfisnim vypotkem. Jeho evakuaci byl
ziskdn vzorek Asc 17. Tumordzni masa zpUsobila oboustrannou hydronefrézu, pro kterou nebylo moz-
né pokraCovat v chemoterapii.

Na uvedenych grafech je vysledek testu rezistence nadorovych bunék vii¢i doxorubicinu (doxo), 5-fluo-
rouracilu (5-FU), gemcitabinu (gem), cisplatina (cisPt) a paklitaxelu (ptx). Na ose x jsou v logaritmic-
kém méfitku vyneseny koncentrace, ve kterych byly latky testovany (jako ndsobek ppc). Na ose y je vyne-

seno procento viabilnich bunék.

p Legenda u grafu Asc 17 je spole¢nd
| 110% - ~ASC = #— JOX0 pro vSechny Ctyfi grafy. Rezistence
i 98 ”ﬁ L/ A bunék vzorku PE7 a Asc 17, které pat-
70% 4 cisPt fili vice predlé¢enym pacientiim, je
5 U”; znatelné vyssi. Buriky PE 8 jsou in
27 e G U vitro citlivé vii¢i doxorubicinu i 5-flu-
30% orouracilu, viabilita bunék v téchto
10% —4—gem substancich kles4 jiZ p¥i nizkych kon-
[ -10% centracich. Analogicky tomu paci-
0,01 0,1 1 10 100 —#—ptx entka reagovala na chemoterapii

— - — F A C kompletni regresi nemoci.

MTT test
Po skon¢eni inkubace bunék s cytostatiky (72-96 hod) bylo do
kazdé jamky ptiddno 10 ml M T T roztoku (3-[4,5-dimefhylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma), Cerstvé pii-
praveného v koncentraci 5 mg/ml PBS a filtrovaného ptes 0.2 mm
filtr (Millipore). Po 6 hodindch inkubace v37°Ca3.5% CO, byla
pod invertovanym mikroskopem s fizovym kontrastem (Olym-
pus CK2) hodnocena v kazdé jamce pfitomnost bunék, jejich via-
bilita a disledn¢ zkontrolovano jestli nedoslo ke kontaminaci
jamek (bakteridlni ¢i kvasinkovad kontaminace, mikroskopicky
dobfe detekovatelnd, mé zdsadni vliv na vyslednou optickou den-
zitu jamky, ve které se nachdzi). VSechny odchylky byly peclivé
zaprotokolovany a brany v tivahu pii hodnoceni testu. Poté bylo
do kazdé jamky pfiddno 100 ml 10% lyzaé¢niho roztoku SDS (Lau-
ryl sulfate, Sigma) s pH upravenym pomoci NaO H na 5.3. Destic¢-
ka byla dédle kultivovdna pfes noc pfi 37 ° C. Po skonleni inku-
bace byla zméfena opticka denzita vS§echjamek v ELIS A readeru
(MR 700, Dynatech) pfi vinové délce 550 nm a pozadi 630 nm.
Vyhodnoceni testu
Ziskané hodnoty optické denzity jednotlivych jamek byly grafic-
ky zpracovany v programu Microsoft Excel. Na ose x byly zazna-
menéany koncentrace testovanych cytostatik vjejich relativni hod-
noté (ndsobek ppc), na ose y procento viabilnich bunék. Procento
viabilnich bunék bylo vypoctenojako podil optické denzity v tes-
tovaci jamce a optické denzity vjamce bez pfitomnych cytosta-
tik. Od obou hodnot bylo odecteno pozadi - optickd denzita jamek,
ve kterych bylojenom médium, MT T a SDS. Od testovacijamky
s maximalni koncentraci cytostatika bylo odecteno i pozadi cyto-
statika, tj optickd denzita jamky, ve které bylo k médiu pfidano
jenom cytostatikum v této maximalni testované koncentraci. V pfi-
padé¢ doxorubicinu bylo nutné takto korigovat optickou denzitu
vSech jamek s vyslednou koncentraci cytostatika vys$$i nez je
Ixppc. U ostatnich cytostatik byl jejich vliv na vyslednou optic-
kou denzitu jamek zanedbatelny.

Vysledky

V pribéhu zhruba jednoho roku bylo pro dalsi zpracovani ziska-
no 34 biisnich a 24 hrudnich vypotku. Pfitomnost malignich ele-
mentl byla cytologicky potvrzena u 10 bfiSnich a 17 hrudnich
vypotku. Dostate¢né mnozstvi malignich bunék, potfebné k pro-
vedeni testu (500 000 viabilnich bunék na jedno cytostatikum),
bylo vsak po centrifugaci 500 ml téchto vypotku ziskdno pouze

z 11 btiSnich a 6 hrudnich vypotku. Zejména u hrudnich vypotki
bylo ¢astym problémem po izolaci nddorovych bunékjejich shlu-
kovéani do velkych, dutych, mnohobunéénych kouli, které branily
vytvofeni homogenni suspenze téchto bunék a tim provedeni tes-
tu. V pfipadé malého mnozstvi nddorovych bunék byla z nich zalo-
Zzena kultura s umyslem namnozit tyto bunky a provést test che-
morezistence po jejich pasdzi in vitro. Vjediném ptipadé (Asc 29)
byl pokus o zalozeni kultury ispé$ny. V ostatnych piipadech doslo
vét§inou k adhezi malignich bunék na povrch kultiva¢ni misky ¢i
lahvi¢ky a potéjiz pouze kjejich degeneraci a bunééné smrti. Po
nékolika dnech (7-10) doslo ve vétSiné zalozenych kultur k proli-
feraci pfimésnych fibroblastii a mezotelii a posléze, po asi 20 dnech,
k jejich pfemnozeni. V tabulce ¢. 1 je piehled zdroji vypotku
ajejich vyuzitelnosti vzhledem k priméarni lokalizaci nadoru.

Na nékolika prvnich vzorcich byly testovany jenom tfi koncent-
race cytostatik velmi Sirokého rozptylu. Vyslednd koncentrace
byla rovna setiné, jednondsobku a stondsobku ppc. V ptipadé
nékterych substanci, maximalni koncentrace, kterd byla in vitro
testovana, musela byt nizs$i, coz bylo ddno koncentraci latky, vjaké
byla doddvana. Tak 5-fluorouracil byl testovan pfi maximdlni kon-
centraci 20 xppc, gemcitabin 20 x ppc a cisplatina 10 xppc. Pak-
litaxel byl pro svoje vysoce viskdézni vlastnosti testovdn maxi-
malné v koncentraci 20 xppc. Kazdd koncentrace byla testovana
minimalné ve tfech jamkach.

Vysledky testti potvrdily, Ze pii disledné homogenizaci bunééné
suspenze je variabilita hodnot optické denzity naméfenych vjam-
kdch se stejnou koncentraci testovaného agens nizkd. V grafech
v ptiloze ¢islo 3 je uveden vysledek testovdni chemorezistence
izolovanych bunék u &tyf pacienttt (PE 6, PE 7, PE 8 a Asc 17).
Néddorové butiky byly kultivovdny v doxorubicinu, 5-fluoroura-
cilu, cisplatiné, gemcitabinu a paklitaxelu ve vySe popsanych kon-
centracich. Vysledek testu ukdzal, Ze butiky izolované z vypotku
vice piedlééenych pacientd (PE 7 a Asc 17) vykazuji vétsi rezi-
stenci vici testovanym cytostatikim. Maligni bunky ze vzorku
PE 8 nejevily in vitro rezistenci vii¢i doxorubicinu ani 5-FU.
V korelaci s tim pacientka, kterd byla dale 1é¢end chemoterapii
F A C dosahla kompletni regrese nemoci.

Nésledovalo nékolik testli, ve kterych byl zvétSen pocet testova-
nych koncentraci nejdiive na pét, s kazdou koncentraci opakova-
nou 2krdt. Protoze se opét potvrdil maly rozptyl hodnot vysledné
optické denzity pfi stejné koncentraci testovaného cytostatika, byl
pocet koncentraci jedné testované latky zvySen na devét. V tom-
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Ptiloha ¢.4:

Asc 18 a Asc 22 (A18,
A22) - 27leta pacient-
ka, ptelozena na nasi
kliniku s primdrnim
zachytem nadorového
onemocnéni, které se
manifestovalo piitom-
nosti malignich vypot-
ki - bfisniho, obou-
stranné hrudniho,
perikardidlntho a zvét-
Senych subklavikuldr-
nych uzlin vlevo. Dne
13.4.99 byla provedena
evakuace btisniho
vypotku, z néhoz byl
ziskan vzorek Asc 18.
Po jeho evakuaci bylo
rozhodnuto, pro rych-
lou progresi nemoci
a zhorSovani stavu,
o aplikaci chemotera-
pie paklitaxel + cispla-
tina. N¢kolik dni po
aplikaci, 26.4.99, byla
nutnd opakovana eva-
kuace btisniho vypot-
ku, z kterého byl zis-
kén vzorek Asc 22. V
kratké  dobé  doslo 110%
upacientky k celkové-
mu  metabolickému 90%
rozvratu a k exitu.
V kazdém grafu je 70%
vynesen vysledek tes- 50
tovani rezistence bunék %
izolovanych z Asc 18 30%
a Asc 22 k jednomu
chemoterapeutickému 10%
agens. Na ose xjsou v
logaritmickém méfitku -10% 6
vyneseny koncentrace, .
ve kterych byly latky
testovany (jako ndso-

110%

70%

bek ppc). Na ose yje | 110% 110%
vyneseno procento via-

bilnich bunék. Zajima- 90% 90%
vy je fakt, ze zatim co

odpovéd bunék izolo- 70% 70%
vanych z dvou za

sebou v krétké dobé 50% 50%
(13 dni) nésledujicich

vypotkil na vétsinu tes- 30% 30%
tovanych latek zlstavd 1
pliblitnd sieind, pradce | 0%, 0%
stoupd rezistence vuci -10 -10
paklitaxelu. % . J q‘b G

Ptiloha ¢. 5:

Asc 28 a Asc 29 - 50lety pacient od kvétna 1999 s nadorem neznamé primdrni lokalizace, metastazujicim do krénich uzlin vpravo a dojater. V Cer-
vnu a ¢ervenci 1999 absolvoval dva cykly chemoterapie cisplatina + vepesid, pfi kterych progrese stavu. Dne 16.8.99 byla provedena evakuace bfis-
nfho vypotku, bohatd na nddorové bunky. Z této punkce byl ziskdn vzorek Asc 28. Den po punkei byl aplikovan intravendzné doxorubicin v monote-
rapii. 20.8. provedena dalsi punkce bfisniho vypotku, ziskan vzorek Asc 29. Exitus nastal druhy den.

Grafy v ptiloze Cislo 5 ukazuji vysledek testovani rezistence bunék izolovanych z obou vypotkti vi¢i vybranym cytostatikim (¢cDDP - cisplatina,
Doxo - doxorubicin, Taxol - paklitaxel). Na ose x jsou v logaritmickém meétitku vyneseny koncentrace, ve kterych byly latky testovany (jako ndso-
bek ppc). Na ose y je vyneseno procento viabilnich bunék. Rovnéz jako v pfedeslém piipadé doslo k indukci rezistence bunék viici, jinak in vitro vel-
mi uc¢innému, paklitaxelu. V tomto piipadé jiz bylo testovano 9 koncentraci v rozmezi 0,01 az 100 xppc, kazda koncentrace pouze jedenkrat.

 —e—cODP|
—&—Doxo |

—a— Taxol 80% ==Tam! |

. Asc 29

—a—cDDP

Asc 28

100%

60% 80%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
0,01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
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Ptiloha ¢. 6: Grafy ukazuji vysledek testovéni rezistence bunék izolovanych z bfisnich vypotki dvou pacientek s ovaridlnim nadorem. V prvnim
ptipadé byly izolované bunky oznacené Asc 54. Ve druhém piipadé, Asc 58, izolované mnozstvi bunék umoznilo provedeni testu se stejnymi ldtkami
opakované. Na ose x grafil je zaznamendna koncentrace testovanych latek v relativni hodnotg, jako ndsobek jejich ppc. Na ose y je zaznamenano pro-
cento viabilnich bunék po kokultivaci s testovanou chemickou latkou (gem - gemcitabin, mafos - mafosfamid, cisDDP - cisplatina, CarboPt - kar-
boplatina, paklitx - paklitaxel, topo - topotekan). Je mozné pozorovat, ze odpovéd bunék Asc 58 je v obou ptipadech (Asc 58A a Asc 58B) stejnd

a lisi se od odpovédi bunék Asc 54.

to provedeni jiz pak nebylo mozno testovat vice jamek stejné kon-
centrace.

V grafech v ptiloze Cislo 4 a 5 je vysledek testu s péti (¢.4) a devi-
ti (¢.5) koncentracemi testovanych latek provedeného na burnkach
ziskanych z opakované biisni punkce dvou pacientl. V obou pfi-
padech §lo o vysoce pokroc¢ilé nddorové onemocnéni, mélo pfed-
1é¢ené, nereagujici na podanou chemoterapii. V obou piipadech
mezi evakuaci prvniho a druhého vypotku doslo k aplikaci 1 cyk-
lu chemoterapie. Zajimavy je proto fakt, Ze v obou pfipadech doslo
u nddorovych bunék z druhého vypotku k "indukci" resistence
vuci paklitaxelu, ldtce, vici které vétSina testovanych bunék in
vitro byla vysoce citlivd.

V dalSi sérii testti bylo na zdklad€ vysledkt piedchozich testd vybra-
no uzsi rozmezi testovanych koncentraci. Provétsinu cytostatikje
testovdna 0,5 az 50-ndsobna koncentrace ppc, v tomto rozmezi je
testovano 8 koncentraci. Pro cisplatinu je testovano 6 koncentraci
v rozmezi 0,5 az 20-ti ndsobku ppc a pro paklitaxel 8 koncentraci
v rozmezi 0,05 az 20-ti ndsobku ndmi uvazované ppc koncentra-
ce. V tomto uspofdddni byli zatim provedené Ctyfi posledni testy
(Asc 54, Asc 58, Asc 65 a PE 38). V pfipadé vypotku ovaridlniho
nadoru Asc 58 ndm dostatek izolovanych bunék umoznil provést
dva na sebe nezavisle testy se stejnymi koncentracemi stejnych
chemoterapeutickych latek. V ptiloze ¢islo 6 lze opét vidét, ze dvé
odlisné bunécéné kultury Asc54 a Asc 58 se lisi svou odpovédi na
testované koncetrace cytostatik, zatim co pro opakované provede-
ni testu se stejnou bunécnou kulturou ziistavavd odpovéd stejnd.

Diskuse

Testovani chemoterapeutik in vitro zahrnuje mnoho kroki, jejichz
nespravné provedeni ¢i interpretace mize vést k selhdni celého
testu. Pti testovani nddorové bunééné populace ziskané rozvol-
nénim solidnich nddori je prvnim problémem jiz ziskdni dosta-
te¢né velkého vzorku, ktery lze pouzit pro in vitro test. Maligni
vypotkyjsou z tohoto pohledu lehce dostupnym zdrojem ndadoro-
vé bunééné populace. V nasem souboru jen asi ¢tvrtina vypotki
obsahovala dostate¢né zastoupeni nddorové populace. Izolace
téchto bunék z ptimésnych benignich elementl (erytrocyty, gra-
nulocyty, malé i velké monocyty, mesotelie, ¢asto i degenerova-
né, fibroblasty) je do uréité miry mozna pomoci gradientové cent-
rifugace v Percollu. Pfesto je nesporné, Ze Cast benigni populace
zustdva i po opakovaném procisténi suspenze pfitomnd. Z kazdé
izolované a procisténé bunécné suspenze jsme zaklddali soubéz-
né bunéénou kulturu. K proliferaci benignich element dochdze-

lo az po 7-10 denni pokojové fazi. K ovlivnéni vysledki testu pro-
vedeného v prvnich 3-5 dnech po izolaci bunék teda muze dojit
jediné v ptipadé€, Ze je zastoupeni benignich bunék i po izolaci
vyznamné. ZUstdva proto nezbytnym ovéieni procentudlniho
zastoupeni viabilnich nddorovych bunék v izolované bunécéné sus-
penzi a v idedlnim ptfipad€ rovnéz v negativni kontrole (nevysta-
vené zadnému cytostatiku) po skonceni testu. Suspenzi s méné
nez 50% zastoupenim viabilnich nddorovych bunék zcela urcité
i benigni bunécna suspenze, s kterou byl in vitro proveden test
s nékolika cytostatiky méla uréitou charakteristickou citlivost
Cirezistenci vici témto ldtkam. Z vysledku testu nelze jiz pak zpét-
né odecist jakd populace bunék byla testovdna.

Ptesto, ze M T T test patii k tém testim, jejichz provedeni je rela-
tivné jednoduché, zjistili jsme, Ze pro ziskdni validnich datje nut-
né piijeho provedeni pfesné dodrzovat uréity postup v nékterych
krocich. Bunécnd suspenze, kterd bude v testu pouzita, musi byt
maximédlné homogenni. Proto i v prib&hu jeji aplikace do 96 jam-
kové desticky musi probihat jeji neustdla resuspendace. Zaroven
ale tento proces nesmi trvat dlouho, protoze proudéni vzduchu
v lamindrnim boxu (sterilni prostiedije zcela nezbytné) dokdze
v pribéhu zdlouhavé manipulace s otevienou destickou zmenSit
objem suspenze vjamkdch az 0 10%, co jiz neni zanedbatelné. Totéz
plati pro ndslednou praci s cytostatiky, které, pro uchovani aktivi-
ty, je vhodné uchovavat koncentrované v -70 °C a fedit az pied pou-
Zitim. Manipulace s nimi po rozmrazeni nesmi byt piili§ zdlouha-
vapro jejich vysokou citlivost na svétlo a pro moznou zménu jejich
aktivity. Vynechdni krajnich jamek pouze pro médium je rovnéz
nevyhnutné, vypafovani média z téchto krajnich jamek po dobu
inkubace bylopozorovdnoijinymiautory (Pietersetal. 1990). Doba,
po kterouje doporucené inkubovat buiiky v pfitomnosti cytostatik
se podle rtiznych autori lii od 1 hodiny (Von Hoffetal. 1990b), 4
hodin (Smithetal. 1990) azZpo 96 hodin (Bosanquetetal. 1996). Nej-
vice pouzivanou dobou, zejména v M T T provedeni zlstdvda 72
hodin. Pti hodnoceni viability bunék povazujeme za zcela nezbyt-
né, pied zlyzovanim M T T krystalkGi as tim i iplnym zlyzovanim
bunék, aby byl zhodnocen opticky obsah vSech jamek. Lze tak pie-
dejit zaneseni nespecifickych hodnot do vysledku testu.

Vybér koncentraci, které budou v in vitro testu pouzité, je dal§im
kli¢ovym bodem uspésnosti testu. Kultivace nadorovych bunék
v cytostatikdch in vitro je v mnohém odli§nd od in vivo situace.
Proto neni moznéjednoduse odvodit koncentraci pro in vitro tes-
tovani od 1é¢ebné davky. Pomoci dosavadnich vysledki jsme se
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snazili zjistit kritickou koncentraci testovanych cytostatik in viz-
ro, tj koncentraci, pii které dochdzi u vétSiny bunék k manifesta-
ci cytotoxického ucinku. Az po ziskdni vysledki testi mnoha roz-
licnych bunéénych kultur testovanych v téchto kritickych
koncentracich budeme moci srovnat odpovédi riznych kultur
navzajem a zjistit, zda je mozné z vysledku testu pfedpokladat
odpovéd pacienta na 1écbu.

Zaveér

Cilem préce, kterd nadéle pokracuje, je zjistit, zda je mozno buiky

izolované z malignich vypotkd pacientt s pokro¢ilym nadorovym

onemocnénim pouzit k vedeni jejich dalsi 1é¢by. Z predbéznych

vysledkti experimentt Ize tvrdit ndsledujici: (1.) Maligni vypotky

(s cytologicky potvrzenou pfitomnosti nadorovych bungk) jsou cen-
nym zdrojem nadorovych bunék, které 1ze dale pouzit. (2.) Tyto

maligni buniky lze izolovat od pfimésnych benignich bunék a tuto

izolaci opét cytologicky potvrdit. (3.) Jedna z moznosti pouziti izo-

lovanych nddorovych bunék je testovani u¢inku cytostatik in vitro.

(4.) Vétsina cytostatik je aktivni i v in vitro kultivaénim systému.

(5.) Citlivost izolovanych malignich bunék na jednotliva cytostati-

ka in vitro je méfitelna pomoci testovani viability bunék po jejich

expozici testované latce. (6.) Odpovéd bunéénych kultur na testo-

vand cytostatika je pro né charakteristicka (opakovani testu vede ke
stejnym vysledkiim) a odlisuje je od jinych bunéénych kultur.

Je tfeba ziskat jesté dalsi srovnatelné data k ovéteni téchto hypo-

téz: (1.) Odpovéd malignich bunék na cytostatika in vitro je ovliv-

néna stddiem nemoci a Ize proto jejich citlivost ¢i rezistenci pova-

Zovat za dalsi pouzitelny diagnosticky ¢i prognosticky faktor. (2.)

Z odpovédi malignich bunék in vitro 1ze analogicky odvodit prav-

dépodobnost odpovédi nadorovych bunék in vivo na stejné agens.
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