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Souhrn: Ve studii byla hodnocena lékova rezistence 12 bunéénych linii maligniho i normalniho pivodu na panel 7 cytostatik a primo-
kultur maligniho melanomi na panel 8 cytostatik v podminkéch in vitro pomoci M T T testu. Vnimavost jednotlivych bunéénych linii na
poskozeni cytostatiky jsme analyzovali z hlediska histogenetického piivodu bunék a statusu genu p53. Vysledky ukdzaly, ze u¢inek D O X
avmensi mife DDP, BLEO a VB L je zdvisly na histogenetickém ptivodu modelovych linii s vyssi rezistenci karcinomti nez sarkomdi.
Pro 5-FU, M T X a T A X tato zavislost prokdzana nebyla. Souvislost mezi alteracemi v genu p53 a vnimavosti na cytostatika byla zjisté-
napouzeu 5-FU a VBL. Lékova rezistence v primokulturdch maligniho melanomi byla hodnocena oddélené na buiikéch, které po 24
hodinové kultivaci rostly v suspenzni ¢i adherentni formé. Obé tyto formy dévaly pozitivni reakci s monoklonalnimi protilatkami (S100,
HM B, NKI). S vyjimkou jedné primokultury s vysokou rezistenci na vS§echna farmaka byly ostatni explantované bunky citlivé naVBL,
DDPaDOX. Statistické hodnoceni M T T testu prokdzalo vyssi rezistenci bunék suspenznich nez bunék adherentnich.

Kli¢ova slova: Chemosenzitivita in vitro, nddorové linie, maligni melanom

Summary: The study was designed to examine chemosensitivity of 12 established cell lines of malignant and normal origin on a panel
of 7 cytostatics, and to explore the efficacy of 8 cytostatics on the primary cultures of malignant melanoma in in vitro conditions using
the MTT assay. The rate of susceptibility of various cell lines to a damage induced by anticancer drugs was related to a histogenetic
origin of cells and to the status of p53 gene. Our results showed that the effectiveness of DO X, and to a lesser extent of DDP, BLEO
and VBL, was related to the histogenetic origin of cells with higher resistance of carcinoma than sarcoma cells. However, this
association was not proved for 5-FU, M T X and TAX. The relationship between p53 gene alterations and the cell sensitivity to
cytostatics was found only for 5-FU and VB L. Primary cultures of human malignant melanoma exerted an interesting feature. The cells
partly grew in adherent phase and partly in suspension. Both of these forms gave positive reaction with three specific monoclonal
antibodies (S100, HM B, NKI). The M T T assay was performed separately with each cellular fraction. With the exception of one primary
culture showing high resistance to all drugs used the other tumour samples were markedly sensitive to VBL, DD P and DO X. Statistic

analyses of MTT test results revealed higher resistance of melanoma cells growing in suspension comparing to adherent ones.
Key words: Chemosensitivity in vitro, malignant cell lines, malignant melanoma

Uvod

V souvislosti s moznym zlepSenim 1é¢by zhoubnych néadord je
v posledni dobé stiedem pozornosti testovani citlivosti nddoro-
vych explantdtu in vitro a ureni optimdlni 1é¢by pro daného
nemocného. Cilem je vyfadit mdlo nebo neicinnd farmaka, ktera
mohou pacienta poSkodit a dokonce mohou svymi mutagennimi
ucinky vést k diverzifikaci nddorové populace, a tak negativné
ovliviiovat biologické chovani nddoru napf. selekci rezistentnich
kloni nddorovych bunék.

V nasi studii jsme se orientovali na hodnoceni 1ékové rezistence sta-
bilizovanychlidskychbunéénychliniimalignihoanormélniho ptivo-
du na panel vybranych protinddorovych chemoterapeutik. Analyzo-
vali jsme souvislost mezi bunéénym poskozenim cytostatiky,
histogenetickym ptivodem bunék a statusem genu p53. Tento supre-
soricky gen se vyznamné podili na regulaci buné¢né odpovédi na
posSkozeni D N A, kterd zahrnuje zastaveni bunééného cykluv G1 fazi,
aktivacireparacnich aapoptotickych mechanismi. Je zndmo, Ze u vét-
§iny lidskych nddort jsou tyto fyziologické procesy defektni a zZe kro-
mé fady jinych faktorl se na téchto patologickych disregulacich podi-
leji mutace v genu p53. Tyto genetické zmény jsou pievazné,, missence
mutace” vjedné alele, které mohou mit za nésledek tvorbu nefunké-
niho proteinu, jeho overexpresi, kterd je detekovatelnd u vice jak 50%
lidskych neoplasii. Vzacné jsou delece nebo termindlni mutace v obou
aleldch genu p53, chrakterizované jako ,,null phenotype".

V klinické ¢ésti prace jsme hodnotili citlivost respektive rezistenci
primokulturlidského metastatického maligniho melanomi. Duvo-
dem volby tohoto modelu byla skute¢nost, ze pravé tento nador
vykazuje nejvétsi rezistenci a v diseminovaném stadiu nereaguje
prakticky na zddné ze standardnich chemoterapeutik. Druhym,
neméné podstatnym diivodem byla moZnost ziskat relativné homo-
genni vzorek nddorovych bunék s minimdlni kontaminaci buiika-
mi pojivové tkdné a definovat imunocytochemicky jejich plvod.

Metody

Bunécéné kultury

Celkemjsme testovali 12 lidskych bunéénych linii rizného his-
togenetického pivodu a zndmym statusem v genu p53. Charak-
teristika bunécénych liniije v tabulce 1.

Vsechny bunécéné linie byly kultivovany vD M E M médiu (Gib-
co, USA) s piidavkem 10% fetdlniho teleciho séra a inkubovdny
pti 37°C v atmosféte s 5% CO0,
Explantovalijsme 20 malignich melanom1, ale pouze 8§ mohlo byt
testovdno. Primdrni kultura maligniho melanoml v metastatic-
kém stadiu byla ziskdna z metastatické lymfatické uzliny s masiv-
niinfiltraci nddorem. Z tétouzliny se velmi snadno, pouze mecha-
nickym rozvolnénim, izoluji nddorové bunky bez nutnosti pouzit
proteolytické enzymy, o nichz se domnivdme, Ze mohou vedle
fady dalSich faktorti, byt pfi¢inou zménéného biorytmu bunécéné
populace, zejména v ¢asném stadiu kultivace in vitro. Buniky byly
po explantaci nékolik dnt kultivovdny, aby se adaptovaly na pod-
minky in vitro a vstoupily do bunécného cyklu. Pfed M T T testem
jsme imunocytochemicky pomoci 3 monoklondlnich protildtek S-
100, NKTaH M B specifickych pfevdzné pro melanocyty a mela-
noblasty ovéfili, ze primokulturaje vice nez 80-90% zastoupena
nadorovymi butikami.

Cytostatika
V préacijsme hodnotili i¢innost 8 vybranych cytostatik s riznym
mechanismem ucinku. Pouzité koncentrace jsme volili na zdkla-

Tabulka 1: Charakteristika buné¢nych Unii.

Nazev linie Histogeneticky piivod Status genu p53
MRC5 diploidni fibroblasty wt
MCF7 karcinom prsu wt

ZR75 karcinom prsu wt
MDA-MB-231 karcinom prsu 280 Arg>Lys
BT474 karcinom prsu 285 Gly>Lys
BT549 karcinom prsu 249 Arg>His
T47D karcinom prsu 194Leu>Phe
SKBR3 karcinom prsu 175 Arg>HiS
HT29 karcinom tlustého steva 273 Arg>His
SKUTI leiomyosarkom 175 Arg>His
248 Arg>31n
HOS osteosarkom 156 Arg>Pro
HS913T fibrosarkom deletovany p53
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I'abulka 2: Piehled pouZitych cviostank a jenpch koncentraci
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dé literdarnich tudaji o koncentracich pouZzivanych v téchto in vit-
ro testech . Koncentrace cytostatik pro testy na explantovanych
malignich melanomech byly stejné jako u testti na bunéénych lini-
ich. Navic byl testovan dakarbazin (DTIC), jako standartné pou-
Zivany 1€k pro 1é¢bu maligniho melanomu. Pfehled cytostatik vcet-
né jejich zkratek a pouzitych koncentraci uvadi tabulka 2.

Test chemosenzitivity MTT

MTT test je zaloZzeny na redukci rozpustnych tertazoliovych soli
na nerozpustny formazan mitochondrialnimi enzymy a vlastné
hodnoti ireverzibilni poskozeni bunék. Pro stabilizované linie jsme
pripravili bunéénou suspenzi trypsinaci, zatimco v pfipad¢ pri-
marnich kultur maligniho melanomu byla buné¢na suspenze pfi-
pravena bez pouziti trypsinu, pouze mechanickym uvolnénim ze
dna misek. Do 96 jamkovych desti¢ekjsme nasadili 10* bunék na
jamku v celkovém objemu 200 pl vetné cytostatik. Kazda kon-
centrace byla testovana ve 4 paralelnich jamkach. Pro kazdou linii
jsme jako kontrolu nasazovali identickou bunéénou kulturu bez
cytostatik. Buné¢né suspenze byly kultivovany v C0, termosta-
tu 48 hodin. Po této dobé byly buriky inkubovany 4h s 20 pl 3-4,5
dimethylthiazol-2,5 diphenyl tetrazolium bromid (Smg MTT/ml
v PBS, pH 7). Nasledovala centrifugace desticek 5 minut pfi
4000 rpm a odstranéni supernatantu. Do kazdé jamky se piridalo
200 pl dimethyl sulfoxidu (DM SO) a absorbance vysledného pro-
duktu se méfila pti 580 nm.

Statistické hodnoceni

Zakladni analyza primdrnich dat je zaloZena na béznych meto-
déch exploratorni analyzy. K srovnani dvou nebo vice pokusnych
variant byl pouzit standardni t-test a analyza rozptylu jednocest-
ného t¥idéni pii splnéni vSech nezbytnych piedpokladi (homoge-
nita rozptylu, normalita rozloZeni). Korela¢ni vztahy proménnych
byly testovany neparametrickou metodou Spearmanovy pofado-
vé korelace.

Vysledky

Studie na bunécénych liniich

Vysledky M T T testu umoznily rozdélit cytostatika podle u¢innosti
do nasledujicich tif skupin: a) farmaka s velmi malym cytotoxic-
kym t¢inkem- MTXaBLEO e 70-100 % piezivajicich bunék,
b) farmaka se stfednim ti¢inkem - TAX,D0OXa5-FUs30-70%
prezivajicich bunék, ¢) farmaka s vysokou cytotoxicitou - DD P
aVBLs 10-30 % piezivajicich bunék. Jsme si védomi, Ze toto
ttidéni nelze zobecnit a plati pouze pro tento konkrétni soubor linii.
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Obréazek 1. Primokultura maligniho melanomu v adherentni fazi - ¢etné
pseudopodie. Melanoblasty charakterizované pozitivni imunocytoche-
mickou reakci s MAb S100, vizualizace alkalickou fosfatdzou. (x500)

S St 4 “ ‘
7 K i ;
-
N F 4
! . t I; ‘ .o |
- ‘.e""b - |
~ /-
L |
L
. w “ Ay |
:' : -
-
A e
2 ¥

Obrézek 2. Suspenzivni primokultura maligniho melanomu s charakte-
ristickym kulovitym tvarem, vicejadernymi bunikami a povrchové adhe-
rujicimi krevnimi mononukleary. Imunocytochemie s M Ab S100, vizua-
lizace alkalickou fosfatdzou. (x500)
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Obrézek 3. Suspenzivni primokultura maligniho melanomu. Buiiky kulo-
vité morfologie s Cetnymi mitézami, prominentnimi jadérky a s vyraznou
povrchovou adherenci krevnich mononukleari. Imunocytochemie s MAb
S100, vizualizace alkalickou fosfatdzou. (x500)



Obriazek 4. Chemosenzitivita bun&nych linii v relaci k histogenetickému piivodu a statusu p53.
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I - nenadorovi linie fibroplasti (MRCS5), wild type p53; II - karcinom prsu, wild type p53; III — karcinom prsu, exprese alterovaného p53;
IV —karcinom kolorekta, exprexe alterovaného p53; V — sarkom, exprese alterovaného p53; VI - sarkom, delece p53 -
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Obrizek 5. Modelova analyza Géinku jednotlivych cytostatik k histoge-
netickému plivodu linie a statusu p53.
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Pro statistické hodnoceni jsme linie rozdélili do kategorii podle
statusu genu p53 a histogenetického puivodu. Dal3i testy byly pro-
vadény v ramci téchto kategorii.
I - nenddorovi linie fibroblast s wild type p53, (MRCS5)

II - karcinom prsu s wild type p53, (MCF7 a ZR75)

IH - karcinom prsu s mutaci v genu p53, (BT474, BT549,
MDA-MB-231, SKBR3, T47D)

IV - karcinom kolorekta s mutaci v genu pS3 (HT29)

V - sarkom s mutaci v genu p53 (SKUT-1 a HOS)
VI - sarkom s deleci p53, (HS913T)
Diskrimina¢ni potencial provedenych testii ve vztahu k charakte-
ru linii, byl pocitin po vylouceni kontrolni nenadorové linie
MRCS, kterd se chovala zcela ndhodné. Statistickd analyza vysled-
ki umoZnila zafadit testovan4 cytostatika do Ctyt kategorii vzhle-
dem k histogenetickému piivodu linie a statusu genu p53. Prvni
skupina jsou cytostatika jejichZ 6¢inek je zavisly na ptivodu nado-
rové linie a je dominantné representovina DOX a v men$i mife je
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I - nenédorové linie fibroplasti (MRCS), wild type p53; II — karcinom prsu, wild type p53; II — karcinom prsu, exprese alterovaného p53;
IV —karcinom kolorekta, exprexe alterovaného p53; V — sarkom, exprese alterovaného p53; VI — sarkom, delece p53
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vi§té, kterd pfed testovanim
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odstratiuji supernatant a tedy
i ¢ast maligni populace a pro-
vadéji vlastné mechanickou
selekci.

U explantovanych nadori
jsme, na zakladé vy$e uvede-
nych charakteristik, provade-
li testy citlivosti zvla$t na
adherentnich a zvI43t u sus-
penznich bunék. Hodnotili
Jsme pouze nadory s dostated-
nou vyt&Znosti bungk a s jejich
én vitro proliferatnim poten-
ctdlem. Explantovali jsme 20
nédori z nich pouze 8 splito-
valo vySe uvedenid kritéria.
Vysledky MTT testit na pri-
moekulturich tEchto osmi paci-
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Obrizek 7. Ovlivnéni vysledku MTT testu délkou preinkubace pfed jeho provedenim.

tato zdvislost patrndiu BLEO a DDP. Do druhé skupiny je moz-
no zafadit pouze 5-FU, jehoz cytotoxicka aktivita koreluje s muta-
cemi v genu p53. Tteti skupina je zastoupena VB L, jehoz ucinek
je zavisly jak na ptvodu linie, tak ¢dste¢né na statusu genu p53,
cozjevprotikladus M T X a T A X reprezentujici ¢tvrtou skupinu.
U téchto latekjsme neprokdzali souvislost i¢inku se statusem p53
ani s ptivodem nadorové linie.

Jak ukazuje obr. 4. a obr. 5., miZzeme G¢inek jednotlivych cyto-
statik v naSem testovaném souboru charakterizovat takto: M T X
ma v dané koncentraci velmi maly u¢inek na vétSinu linii, ktery
neni zavisly na ptivodu buné¢né linie ani na statusu genu p53.
B LE O vykazuje také velmi malou u¢innost na vétSinu linii, ale
statistické hodnoceni prokdzalo vysoce vyznamné zvySenou ucin-
nost tohoto cytostatika na kontrolni nenaddorovou linii MR CS5.
DDPjevaplikovanych koncentracich vysoce cytotoxicka s pou-
hymi 10 - 20 % ptezivajicich bunék. Test s D D P je zatizen znac-
nou variabilitou v rdmci skupiny karcinomd prsu a kolorekta, kde
se vyskytuji linie jak citlivé, tak rezistentni. U¢inek TA X a 5-FU
neni zdvisly na ptivodu nddorovych linii. Sarkomova linie s dele-
tovanym genem p53 (HS913T) viak vykazovala na obé€ tato cyto-
statika vyznamné zvySenou rezistenci se statistickou vyznamnosti
pouze u 5-FU. U DOX jsme prokazali nejzfetelnéjsi zavislost mezi
puvodem linie a u¢inkem cytostatika, kde rezistence kles4 statis-
ticky vyznamné v nasledujici fadé: normalni fibroblasty > karci-
nomy > sarkomy. Status p53 nema na ucinnost D O X konsistent-
nivliv. Cytotoxicita V B Lje zdvisld jak na ptivodu linie, s vyrazné
vyssi rezistenci karcinom® mlééné zlazy, tak i na statusu p53, kde
je zfejma snizena citlivost sarkomu s deletovanym p53.

V daném experimentdlnim modelu jsme prokazali, Ze pivod linie
ma vétsi vliv na ucinek cytostatik nez status genu p53.

Studie na primdrnich kulturdach maligniho melanomu

Pti mikroskopickém sledovani kultur jsme si povSimli, Ze jiZ po
24 hodinovém transferu do kultivaéniho média asi polovina buné¢k
adheruje a dalsi ¢4st roste v suspenzi. Imunocytochemickou ana-
lyzou jsme prokazali, Ze vétSina jak adherujicich, tak suspenznich
bunék pozitivné reaguje s kteroukoliv ze 3 monoklondlnich pro-
tilatek, a Ze tedy v kultufe je vice jak 90% bunék maligniho mela-
nomu. Buniky obou fazi v§ak vykazovaly urcité odlisnosti. Adhe-
rované elementy mély intenzivni metabolickou aktivitu, ale jen
sporadické mitdzy, naproti tomu bunky suspenzni byly vesmés
kulovitého tvaru s vysokou mitotickou aktivitou Obr. 1,2. Lze se
domnivat, 7e suspenzni frakce obsahuje burnky v pre- a asné
postmitotické fazi ristu, kdy se buriky zakulacuji a maji nizkou
adherenci k substrtu. Nelze v8ak vylou¢it ani pfitomnost riznych,
fenotypové a mozna i biologicky odlisnych bunéénych populaci,
¢emuz by odpovidaly rozdily v citlivosti na chemoterapeutika
mezi adherentnimi a suspenznimi bunikami.

Zajimavym ndlezem bylo ulpivani rezjdudlnich mononukledrti na
povrchu suspeznich bunék Obr. 3. Casto jsme nachdzeli buiniky
v mitdze s CasteCnymi rozetami lymfoidnich elementt. Spekula-
ce o tomto fenoménu je nad ramec tohoto sdéleni a zavéry budou
vyzadovat fenotypovou analyzu mononukledrd. To, Ze explanto-
vana populace roste ve dvou fazich, mtlize mit vyznam pro praco-

entd jsou graficky dokumen-
tovany na obr. 6. Vzhledem
k tomu, co je zndmo z kliniky
prekvapuje v in vitro podminkach vysoka citlivost na D D P s vyjim-
kou pacientky G.E., ale i na DOX. U citlivych kultur je vSak moz-
no pozorovat individudlni rozdily v rozsahu buné¢ného poskoze-
ni. Na jedné stran€ vysoky stupeti destrukce cytostatiky DD P
a DOX unemocnych M.J., C.E. aP.Z., a na stran¢ druhé Castec-
nou rezistenci na ob¢ farmaka u nemocnych B.M. a S.M. Pfekva-
pujicije citlivost na VB L, patrnd u pacientky CH.L. v obou kon-
centracich a u pacientd M.J. a B.M. v nejvyssi koncentraci.
Vysledky s ostatnimi farmaky potvrzuji ofekdvany vysoky stu-
pei rezistence maligniho melanomu.

Srovnéni profill citlivosti suspenznich a adherentnich bunék
naznacuje, Ze az najedinou vyjimku tj. primokulturu pacientky
G.E., jsou rezistentnéjsi suspenzni buriky. Z tabulky 3 je patrny
trend vyssi rezistence suspenznich bunék se signifikantnimi roz-
dilyve vysSich koncentracichuVBL,BLEOa5-FUavnizsich
koncentracichuDDP, DO Xa5-FU. Ptijmeme-li, Ze suspenzni
populace je zastoupena pievazné burikami v pre- a ¢asné postmi-
totické fazi, potom nase vysledky jsou v protikladu ke znalostem
o obecné vyssi in vitro vnimavosti k bunéénému poSkozeni bunék
v pozdni G2 a M fazi. Zcela atypicky ptipad je kultura nemocné
G.E. s obecné vysokou rezistenci na vSechna farmaka i kdyz jak
je z grafu ziejmé, jsou bunky adherujici rezistentnéj$i nez bunky
Vv suspenzi.

Zaméfili jsme se rovnéZz na posouzeni, do jaké miry doba inku-
bace bunék in vitro do provedeni testu ovlivni jeho vysledek. Jak
ukazuje obr. 7. délka inkubace u pacientky G.E. vyrazné ovlivni-
la citlivost na cytostatika. Srovndnim 4 a 11 denni kultivace vidi-
me vyrazny vzestup citlivych bunék po 11 denni kultivaci ve srov-
nani s 4 denni kultivaci. To pravdépodobné souvisi s poctem
bunék, které jsou schopny cyklovat a s adaptaci na podminky in
vitro. Nejde jen o zvySeni citlivosti, ale méni se i stupefi ti¢innos-
tijednotlivych cytostatik.

Diskuse

Jednu z nejvétSich studii vztahu chemorezistence ke genu p53 pro-
vedli O'Connor a spol. Studovali tumor supresorovou drahu p53
v 60 liniich NCI (National Cancer Institute) a vztah mezi integri-
tou této drahy a inhibi¢nim uc¢inkem 123 protinddorovych latek.
39 linii z 58 analyzovanych mélo mutace v genu p53. Tato studie
ukdzala, Ze linie s imitovanym genem p53 mély tendenci k nizsi
citlivosti na chemoterapeutika vjejichz i¢inku dominuje interka-
lace, inhibice topoizomerazy I a Il a interference s prekurzory nuk-
leovych kyselin. Linie s imitovanym p53 genem byly méné citli-
vé k ucinku bleomycinu, 5-fluorouracilu a cisplatiné. Autofi
neprokazali zavislost chemorezistence na statusu genu p53.
Nase studie ukdzala vyznamné zvySenou rezistenci fibrosarko-
mové linie s deletovanym p53 (HS913T)na5-FUaV B Lve srov-
nani s liniemi téZe histogeneze nesoucimi mutace v p53 (HOS,
SKUTI). V podminkach in vivo autoti Goto a spol. sledovali na
souboru osteosarkomii vztah L O H genu p53 k preoperaéni che-
moterapii a k pfeZiti pacientd. Jejich prace ukdzala, Ze pouze 15%
nadorti s LO H v p53 je citliva na preopera¢ni chemoterapii, na
rozdil od 64% citlivych nddoriibez L O H v p53. Autoti neproké-
zali souvislost mezi L O H v p53 a délkou pfeziti nemocnych.
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V experimentalnim modelu bunéénych linii Fan a spol. prokdza-
li souvislost u¢inku Cisplatiny na statusu p53 zatimco pro taxol
a vinkristin tato souvislost prokdzana nebyla. Zd4 se tedy, Ze sta-
tus p53 neni dominantni pro stupent buné¢ného poskozeni cyto-
statiky ze skupiny inhibitor mitdzy. Souhlasné s vySe zminénou
praci jsme nepozorovali souvislost mezi u¢innosti TAX a statu-
sem genu p53, avsak v rozporu s vysledky skupiny Fanjsme ten-
tovztah neprokazalianipro DD P.
I kdyz se zdd, ze v in vitro modelovém systému hraji alterace
v genu p53 vyznamnou ulohu v citlivosti na nékterd Protinddoro-
va chemoterapeutika, je malo pravdépodobné, Ze analogické zavis-
losti plati i pro in vivo systém. Je tfeba si uvédomit, ze v modelo-
vych liniich s definovanou mutaci/deleci v genu p53 se jedna
o alteraci homogenné zastoupenou téméi ve vSech buiikdch, na
rozdil od situace in vivo, kdy zmény p53 genu jsou popisovany
pouze u uréitého procenta nddorovych bunék. Nicméné to nevy-
luCuje, Ze znalost statusu p53 explantovaného nddoru muze zpies-
nit interpretaci in vitro testl 1ékové rezistence.
Souhlasné s klinickymi zkusenostmi ukazuji i nase vysledky na
modelovych bunéénych liniich, Ze ucinek cytostatik do zna¢né
miry souvisi s histogenetickym ptivodem bunék. Tuto korelaci
jsme prokazalipro DOX,DDP,BLEOaVBL. Vpiipad¢e TAX
a M T X zavislost u¢inku na histogenetickém typu nebyla patrna.
Statistickd analyza naSich vysledkti M TT testti na in vitro mode-
lovém systému bunéénych linii ukazuje najejich zna¢nou varia-
bilitu a dokladuje, Ze z téchto studii 1ze délat zavéry platné pouze
pro tento experimentalni systém.
V praci jsme se rovnéz zaméfili na hodnocenti in vitro 1ékové rezi-
stence primokultur lidského maligniho melanomu. Prvni prace
tohoto typu se objevuji jiz pocatkem 80. let, po vypracovani meto-
dy kultivace melanomovych bunék in vitro na mékkém agaru.
Schadendorf a spol. (10), testovali chemorezistenci nddord 19
pacientli s malignim melanomem metodou H T C Ak cytostatikiim.
Pro testy chemorezistence pouzili nasledujici cytostatika v kon-
centracich: DTIC 75 g/ml, DD P 40 (Ag/ml, 5-FU 400 pg/ml, DOX
200 pg/ml, BLE O 32 |ug/ml, VB L 0,1 (Ag/mla M T X 5 pg/ml. Jako
nejucinnéjsi uvadéji 5-FU, VB La DOX. Srovnanim s klinickou
odpovédi zjistili vysokou korelaci mezi rezistenci in vitro a in vivo
a potvrzuji tak, Ze tyto testy mohou vyloucit z 1é¢by malo nebo
neucinna farmaka. Vysledky této skupiny jsme v nasi studii potvr-
dilipro VB LaDOX, nikoliv pro 5-FU. Navic v naSich testech se
ukdzalajako u¢inna DD P. Pro tato dvé cytostatika mohou byt pti-
¢innou odli§nych vysledki znacné rozdily v pouzitych koncent-
racich obou latek.
Podobnou studii publikovala skupina Tveita a spol. Autofi explan-
tovali 402 malignich melanomu z nichz ve 240 primokulturdch
hodnotili chemorezistenci metodou HT CA na 3 cytostatika ve 4
koncentracich: DTIC 80, 250, 800 a 2500 pg/ml, VB L 0,01,0,1
1,0 a 10 a lomustine (CCNU) 0,04, 0,4 4 a 40 pg/ml. Jako neju-
¢innéjsi cytostatikum uvadéji DTIC a negjméné u¢inny VB L. Ani
v tomto pfipadé jsme v nasi praci neziskaly shodné vysledky, coz
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s nejvyssi pravdépodobnosti souvisi jednak v rozdilné metodice
hodnoceni bunééného poskozeni (HTCAvs. MTT) arozdilnych
koncentracich testovanych farnak.

Velmi zajimavou studii prezentuji Tveit a spol. (6), ktefi srov-
ndvali citlivost explantovanych primokultur nddord a od nich
ustavenych bunéénych linii. Autofi udavaji pozitivni korelaci na
vétSinu pouzitych cytostatik, i kdyz nékteré z ustavenych linii
vykazovaly zvySenou chemosensitivitu. Tito badatelé se rovnéz
zam¢fili na velmi zdsadni problém, tj. na otdzku do jaké miry lze
modelové podminky in vitro interpretovat z hlediska podminek
in vivo. Prace prokdzala vyraznou zménu a tojak ve smyslu zvy-
Sené, tak i snizené chemosensitivity po pienosu bunék z in vitro
do in vivo na modelu nu-nu mysi a vice versa. Tyto vysledky
naznacuji, ze v in vivo systému spolurozhoduje o u¢inku cyto-
statik celd fada faktord, které nelze modelovat v podminkéch in
vitro.

Cesta individualizované terapie na zdkladé in vitro testd se zdd
nadéjnd, ale jak metodicky pristup, limitace testd a ovéfeni kli-
nické validity vysledki vyZaduje fadu dalsich studii.
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