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Abstrakt

In vitro testy chemosenzitivity a rezistence (,,Chemosensitivity and resistance assay* - CSRA)
nadorit stanovuji citlivost konkrétniho nadoru k danym lécebnym postuptim v experimentalnim
usporadani. Heterogenni populace nddorovych bunék je ex vivo kratkodobé vystavend pusobeni
ruznych schvéalenych 1éCiv a jejich kombinaci. Nasledné je stanoven vliv jednotlivych 1ékta
na zivotnost konkrétnich nddorovych bunck, podle niz je mozné zvolit pfesnou kombinaci 1é¢iv
pro kazdého pacienta individualné. Tento pfistup je piikladem personalizované mediciny, ktera
se zabyva piizpltsobeni diagnostickych postupti a 1écby konkrétnimu pacientovi, a tim se snazi zamezit
selhani 1é¢by u pacientll, u kterych nefunguji statisticky nejucinngjsi 1éCebné postupy, zalozené

na randomizovanych klinickych testech.

Mnozstvi uréovani zivych bun€k pomoci pritokové cytometrie poskytuje velice presnou
statistiku pro multiparametrickou analyzu. Nezbytnou podminkou je ov§em ptitomnost disociovanych
nadorovych bunék v jednobunééné suspenzi. Tim se tato metoda 1iSi od klonovacich metod,
kdy kolonie nadorovych bunék rostou na agarovych médiich, nebo od histokultur, které se vyznacuji
trojrozmérnou kultivaci tkané. Nasledn¢ také mulzeme roztiidit bunky podle jejich predem

definovanych vlastnosti pro jejich dalsi funk¢ni testovani.

Vyhodou téchto testd je jejich rychlost a relativné nizké naklady, coz umoznuje pfizpisobit
1é¢bu jejich vysledkim ve velmi kratkém Case po odebrani nadoru. Vyuziti priitokové cytometrie fesi
i problémy ovlivitujici variabilitu vysledki testd zplsobené vysokou mutabilitou a heterogenitou
nadoril jak v rdAmci populace, tak i u jednoho konkrétniho pacienta, u kterého dochazi k mikroevoluci

nadoru v prubéhu onemocnéni. Heterogenita jednotlivych nadorti se méni v celém priabehu 1écby.

Z provedenych studii vyplyva, Ze urceni rezistence nadoru vici konkrétnimu léku 1ze provést
az se 100% pfesnosti. Citlivost nadoru lze stanovit uz s pon€kud niz8i presnosti, maximalné¢ 80%.
Ptesto stale nejsou CSRA zavedené do bézné klinické praxe, protoze podle onkologickych asociaci
neexistuji v prozkoumané literatufe jednozna¢né divody, pro¢ podpofit zavedeni CSRA do klinické
praxe. Tato literatura oviem nezahrnuje studie provadéné pomoci pritokové cytometrie. Rada

americkych 1 evropskych onkologt se k zavéru onkologickych asociaci neptiklani.
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Abstract

In vitro chemosensitivity and resistance assay determine the sensitivity of a specific tumor
after a specific treatment administration in an experimental setup. A heterogeneous population
of cancer cells is exposed to various approved anticancer drugs in short-term ex vivo and their
combination thereof. The effect of each drug is then determined based on the viability of specific
tumor cells allowing for individual patient treatment using a precise combination of drugs.
This approach  is an example of the personalized medicine principle, which is focusing
on the adjustment of diagnostic procedures and treatment of a specific patient. Therefore, its goal
is to avoid treatment failure in patients with poor response to the statistically most effective treatments

based on randomized clinical trials.

The number of viable cells determined by the flow cytometry provides very accurate statistics
for multiparametric analysis. A necessary prerequisite is the presence of dissociated cancer cells
in a single cell suspension. This is different from cloning methods, where tumor colonies grow on agar
media, or from histocultures, which are specific with its three-dimensional tissue cultivation. We can
also sort cells from suspension based on their pre-defined attributes for their subsequent functional

testing.

The advantage of CSRA assays is the speed and relatively low cost, which allows us to adjust
the treatment according to the result in a very short period of time after tumor excision. The use
of flow cytometry is beneficial in cases where problems arise due to CSRA reset variability caused
by high tumor mutability and heterogeneity not only in the large cohort but also within a given patient
where cancer microevolution occurs in the course of the disease. A heterogeneity of individual tumors

is being constantly changed throughout the course of treatment.

Conducted studies prove that the cancer resistance detection against a specific anticancer drug
can achieve 100% accuracy. Cancer sensitivity can be determined with rather lower accuracy at 80%
maximum. According to oncological associations, CSRA tests are still not implemented in routine
clinical practice, due to lack of supportive evidence in the metaanalysis of published data. However,
this literature does not include flow cytometric studies. Despite the conclusions of oncological

associations, many US- and EU- based oncologists do not fully agree.
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1. Uvod

Uspéch chemoterapeutické 16¢by je do znaéné miry ovlivnén fadou faktord, jako je napiiklad
stupen pokrocilosti onemocnéni, histologicky typ nadoru, jeho vaskularizace a heterogenita. Dale je
ovlivnén rezistenci nadorovych bunék vic¢i podavanym 1ékiim, které Casto pii kombinované 1éCb¢ patii
do stejné kategorie. V dnesni dob& neni konkrétni chemoterapeuticka 1é¢ba zalozena na individualni
odpovédi pacienta, ale na vysledcich randomizovanych klinickych studii, které priméruji statisticky
vyznamny ucinek léku na primérného pacienta. Takové zobecnovani vysledkl klinickych studii
piirozené vede k zanedbavani individualni odpovédi kazdého pacienta na 1éCbu, vCetné klonalni
odli$nosti nadord. Cilem provadéni chemosenzitivnich testli je proto snizit riziko netcinné lécby,
nezadoucich ucinkl a zlepsit vysledky 1écby pomoci vybéru vhodnych 1€kt v odpovidajici davce
a pripadné i kombinaci, kterd bude zvolena pfesn¢ podle potfeb konkrétniho pacienta, respektive

specifického nadoru v case a misté (Volm and Efferth, 2015).

Na pocatku padesatych let zacala vznikat nova védni disciplina, farmakogenetika,
ktera se zabyvala pozorovanim variabilnich reakci na 1éky a feSenim jejich pfi¢in. Komercializaci
tohoto vyzkumu vznikl obor takzvané personalizované mediciny. Tento individudlni piistup k lécbé
kazdého pacienta by mél rozsitit tradi¢ni pristupy k 1€cbé a klade si za cil ptizptisobit 1é€bu pacientovi
tak, aby zlepsil vybér 1€kt a 1écebnych postuptll, a tim zajistil co nejlepsi reakci na podanou lécbu.
Zaroven by mél minimalizovat Skodlivé vedlejsi ucinky a snizit naklady za netspésnou 1écbu. Kazda
1é¢ba je ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou vék pacienta, jeho stravovaci navyky a metabolismus,
celkovy zdravotni stav, zivotni styl, vliv prostiedi, genetické a epigenetické faktory a zaroven
provadéna terapie. Dale je tieba zohlednit vliv geografickych a etnickych odlisnosti mezi riznymi
variability reakci na podané 1éky. Personalizovana medicina zatim ale neni soucasti 1ékaiské praxe.
Zaméfuje se zejména na skupiny pacientll, ktefi nereaguji na podané léky, a pro které jsou tradi¢ni

1ékarské postupy nefunkéni (Vogenberg et al., 2010).

Diky chemosenzitivnim testim in vitro lze ¢asteéné piedpovédét reakci nadoru na podana
chemoterapeutika in vivo. Tato reakce se Casto vymyka statistickym datim z randomizovanych studii,
podle kterych je v dne$ni dobé volen vhodny Iék. Podana chemoterapeutika jsou vybirana podle toho,
které léky jsou statisticky nejucinnéjs$i pro konkrétni typ nadoru. Naptiklad rakovina mocového
meéchyfe a mocovych cest je standardn¢ 1éCend kombinaci gemcitabinu a cisplatiny, nebo cisplatiny
a adriamycinu. Gemcitabin a cisplatina se také pouZzivaji k1écbé rakoviny délozniho Ccipku,
nemalobunécného karcinomu plic, vajecnikti nebo slinivky, u které se n¢kdy cisplatina nahrazuje
oxaliplatinou. Karboplatina v kombinaci s taxolem se pouziva prevazné k 1écbé rakoviny vajecnikt
a nemalobunééného karcinomu plic. Malobunécny karcinom plic se 1é¢i kombinaci doxorubicin
hydrochloridu, etoposidu a topotecanu. Na rakovinu prostaty se nejcastéji pouziva docetaxel
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v kombinaci s ciplatinou a fluorouracilem. Rakovina tlustého stieva a konecniku byva lécend
kombinaci fluorouracilu a leucovorin kalcia, ke které¢ je jest€ ncekdy pfidavana oxaliplatina,
nebo irinotecan hydrochlorid. Karcinom prsu seléci pievazné adriamycinem v kombinaci
s cyklofosfamidem, ke které se v ne€kterych piipadech piidava paclitaxel nebo fluorouracil (National

Cancer Institute, 2018).

Tyto kombinace se podavaji nejCastéji proti uvedenym typim nadort. Jenze stejny
histologicky typ naddoru muize vykazovat Sirokou Skalu odpovédi na podané Iéky. Je dokazano,
ze rezistence nadoru vici 1éku nesouvisi s typem nadoru. To vyplyva zrizné vysoké heterogenity
nadoru, jak vramci populace, tak i vramci jedince (Salmon et al., 1978). Proto by bylo vhodné

pristupovat ke kazdému pacientovi individualné a volit uc¢inné 1éky pravé na zakladé CSRA testt.

Podle studii publikovanych za poslednich 40 let a vysledkl testl vice nez 15 tisic pacientl
s nddorovym onemocnénim je jednoznacné prokazatelné, Zze s 80-100% uspéSnosti lze predpovédet
resistenci vici 1éktim. Citlivost nadoru na dany 1€k je mozné predpovedét pouze s 50-80% tspeéSnosti
(Volm and Efferth, 2015). Hlavnim diivodem rozdilnosti vySe zminénych tspésnosti je rozdilnost

chovéni naddorovych bun€k v podminkach in vitro oproti podminkam in vivo.

Predikce citlivosti nadorovych buné€k k 1€kiim je tim slozitéjsi, ¢im vySsi heterogenitu nador
vykazuje. Pokud je urcita ¢ast nadoru citliva na konkrétni 1€k, jinad ¢ast nddoru mize byt k tomuto 1éku
zcela rezistentni. Heterogenita nadoru se urcuje rtiznymi metodami v zavislosti na tom, zjakého
hlediska je zkoumana. Morfologicka heterogenita je také zjistovana ex vivo pomoci 3D nadorovych
kultur. Molekuly DNA jsou oznaceny pomoci analogli nukleotidd a poté jsou pomoci fluorescenc¢nich
mikroskopti pozorovany zmény v syntéze a replikaci DNA. Heterogenita fenotypu je urena pomoci
imunobarveni, coz se vyuziva pro prediktivni testy a urceni 1écby. Velmi dulezitou metodou je také
sekvenovani jednotlivych bun€k z hlediska genomu, transkriptomu a epigenomu. Pomoci sekvence
transkriptomu lze urcit rozdilné subpopulace nadorovych bungk v naddoru. Diky sekvenovani miize byt
uréena geneticka diverzita, ktera ma vliv na resistenci vac¢i 1ékim. Dal$i metodou uréovani
heterogenity vhodnou pro objasnéni 1ékové rezistence je analyza proteomu pomoci Western blotu

(Qian et al., 2017).

Citlivost bun¢k k podanym 1ékim se urCuje na zakladé detekce zmén kinetiky proliferace
nadorovych buné€k, odchylek bunéného cyklu nebo snizené Zivotnosti bun€k projevujici se ztratou
integrity plazmatické membrany. Konkrétnim projevem je naptiklad akumulace senzitivnich bunck
v ur€ité fazi bunécného cyklu (G2+M, S), zmény funkce nekterych proteini nebo zmény barvitelnosti

bunék.

Prvni zminky o méfeni ubytku Zivych bunck po jejich vystaveni cytotoxickym latkam
laboratornimi ex vivo testy jsou vice neZz sto let staré. Pochazi z roku 1917, kdy Pappenheimer vyuzil
tropanovou modr k detekci nezivych lymfocyti po tom, co vystavil Cerstvé lymfocyty brzliku

toxickym latkam (Pappenheimer, 1917). Tato detekce funguje na principu neschopnosti mrtvych
2



bunék vypumpovat barvivo ven z bun¢k pomoci ABC transportéri. O metodé€ in vitro testi lidskych
nadorovych bun¢k pomoci pritokové cytometrie (,,flow cytometry“ — FCM) se zaCalo mluvit
az v roce 1978, kdy byla zkoumana ploidie a proliferacni vlastnosti lidskych pevnych nadort pomoci

cytometrie (Barlogie et al., 1978; Engelholm et al., 1983).

Prutokova cytometrie je preduréena k studiim, jako je pravé CSRA, a je i hojné vyuzivana
v klinické praxi prevazné v oboru imunologie a hematologie. Pro CSRA testy je ale dlouhodobé

ignorovana, a proto neni k dispozici dostate¢né mnozstvi studii na toto téma.

Cytometrie jako takova je proces, pti kterém jsou méfené fyzikalni nebo chemické vlastnosti
jednotlivych bunék o zhruba stejné velikosti v rozmezi 1-30 mikrometrii. V pritokové cytometrii
protékaji bunky v suspenzi skrz celu pritokového cytometru, kde se méfi vlastnosti bunék pomoci
detekce rozptylu svétla a fluorescence pii prichodu ¢astice laserovym paprskem. Jednotlivé buiiky lze
nasledné i tfidit podle pfedem zvolenych charakteristik. Pomoci cytometrie mizeme urcit Zivotnost
bunek, jejich velikost, pocet, tvar, strukturu bunky, schopnost proliferace, zménu fenotypu, fazi
bunécného cyklu, celkové mnozstvi DNA, RNA i proteintl, nebo zda se v ni nachdzi urcité specifické
proteiny ¢i jak interaguji jednotlivé bunécné komponenty. Dnes$ni komer¢ni prutokové cytometry méti

rychlosti az 50 000 bun¢€k za vtetinu (Shapiro, 2005).

Experimentalni provadéni CSRA testll je metoda, diky které je mozné aplikovat vysledky
individualnich testl rezistence nebo citlivosti nadorovych bunék na schvalené vybrané léky, na in vivo
1écbu pacientti s nddorovym onemocnénim, konkrétné¢ na urceni vhodnych chemoterapeutik nebo
jejich kombinaci pro nadorové onemocnéni uritého pacienta (Medenica and Powell, 1995). Testy
chemosenzitivity by idealné mély slouzit k urCeni unikatni kombinace u¢innych chemoterapeutik
na zéklad¢ individudlni in vitro analyzy konkrétniho nadoru (Garozzo et al.,, 1989). Vzhledem
k vnitini nadorové heterogenité je vhodné urcit unikatni kombinaci 1€kl pfesné podle charakteru
konkrétniho nadoru (Anchang et al., 2018). Teoreticky by mély CSRA testy umoznit klinickym

1ékaiim vybrat tu nejucinnéjsi terapii a ovlivnit zptisob 1é¢by pacienta hned na jejim pocatku.

Dle vysledki chemosenzitivnich test by méla byt zvolena vhodna kombinace 1€k, u kterych
byla prokazana nejvy$$i UGc¢innost. Tyto 1éky by pak mely byt podavané pacientovi v ramci

kombinované 1é¢by (Medenica and Powell, 1995).

Nasledujici graf (Shargel and Yu, 2015) zobrazuje koncentraci dostupného léku v téle pacienta
v priabéhu Casu podle zplsobu podani 1éku. Jedna se o takzvanou biodostupnost (,,bioavailability*),
ktera urcuje aktualni ¢ast davky podaného 1éku, ktera se v daném case vyskytuje v obéhovém systému
pacienta. Biodostupnost je u nitrozilné¢ podanych 1€kt 100%. U oraln¢ podanych 1éki je biodostupnost
niz§i kvili neuplné absorpci a 1isi se individualn€é mezi jednotlivymi pacienty podle jejich

metabolismu.
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Obr. 1.: Biodostupnost 1éku podaného oralné (Oral) a intraven6zné (IV) v téle pacienta
v prubéhu casu. (Shargel and Yu, 2015)

Existuje mnoho metod, kterymi lze provadét CSRA testy. Jednim typem je klonovaci metoda
(napf. ,,human tumor colony assay* - HTCA), pfi které se nechavaji nadorové bunky rist na agarovém
médiu ve formé kolonii. Poté se porovnava velikost kolonii v kontrolnich, cytostatikem neovlivnénych
kulturach, s velikosti kolonii v kulturdch ovlivnénych. Nevyhodou této metody je potieba velkého
mnozstvi nadorovych elementi. Naopak metody neklonovaci jsou zaloZeny na principu zjist'ovani
poméru mrtvych a zivych bunek ve vzorku. Detekce je vétSinou zalozena na poskozeni membranoveé
integrity bunék, které¢ ptiSly do kontaktu s cytostatikem, nebo na zméné jejich metabolismu
(napf. ,,methyl thiazoyl-diphenyl-tetrazolium bromide® - MTT). Dalsim typem jsou histokultury,
jejichz vyhodou je moznost zachovat pfirozenou 3D architekturu kultury a tim zachovat i jeji
proliferacni aktivitu. Tkané jsou totiz péstované v trojrozmérnych kulturach, které napodobuji
extracelularni matrix a tim se vice blizi in vivo podminkam (Chumchalova and Kovarik, 2000). Dalsi
moznosti je provadét testy v ex vivo prostredi. Naptiklad PDX (,,patient derived xenografts®) vyuzivaji
imunodeficientni mysi jako modelového organismu podrobeného 1é¢bé. Vyuzivaji se k vytvoreni

vhodného prostiedi pro rist, sledovani a hodnoceni 1é¢by rakoviny (Lai et al., 2017).

CSRA testy na principu pratokové cytometric se provadi ze suspenze mechanicky
nebo enzymaticky disociovanych nadorovych bunék. Ta je po dobu 24 - 48 hodin inkubovana s Iéky,
které maji cytostatické ucinky. Tyto léky, které se podavaji v koncentracich pohybujicich se mezi
0,1 az20 ug/ml (Dendy et al., 1970), vyvolavaji zmény Zivotnosti a odchylky bunééného cyklu,
které jsou monitorované pocitacovou analyzou dat prutokové cytometrie (Chumchalova and Kovafik,

2000; Galderisi et al., 2009).

Americka spolecnost klinické onkologie (,,Americian Society of Clinical Oncology* - ASCO),
ktera pravidelné provadi analyzy vyzkumi CSRA, stale nedoporucuje vyuzivat CSRA pro 1écbu
pacientl s rakovinou mimo klinické studie, protoze nebyl prokazany signifikantni rozdil mezi
uspésnosti standardni 1écby a 1écby zvolené pomoci CSRA testii (Burstein et al., 2011). CSRA se tedy
v klinické praxi bézné nepouzivaji. Existuje ale n¢kolik soukromych laboratofi, které provadéji testy
CSRA na zakazku. V nékterych statech se CSRA testy pouzivaji pouze v moment¢, kdy existuje vice

moznosti standardni 1€cby.



Doktor Ian Cree, ktery je feditelem vyzkumného onkologického centra nemocnice Queen
Alexandra v Portsmouth v UK, provedl prospektivni randomizovanou klinickou studii, ve které
porovnaval vysledky 1é¢by pomoci chemoterapie vybrané lékaiem s vysledky 1é¢by zvolené pomoci
testu ATP bioluminiscence (,,Adenosine Triphosphate bioluminiscence) u pacientek s karcinomem
vajecnikd. Tuto studii pfedlozil na setkani ASCO v roce 2005 na Floridé. Vysledky potvrdily vyssi
ucinek lécby tizené dle vysledkt CSRA. Gregory D Pawelski ve svém clanku vydaném téhoz roku
uvadi, ze v lékatské literature existuje vice nez 40 publikaci, které popisuji vzajemné vztahy mezi
vysledky CSRA testl a vysledky klinické 1é¢by u vice nez 2 000 pacientii. Podle néj jsou ve vsech
téchto studiich patrné lepsi vysledky 1éCby u pacientt, kteti byli 1éCeni podle vysledku CSRA testu.
Tito pacienti vykazovali vys$§i miru odpovédi na 1é¢bu a del$i dobu pieziti. Naopak pacienti, kteti byli
1éceni pomoci 1ékt, které se v CSRA testech jevily jako rezistentni, vykazovali niz§i miru odpovédi,
nez zbytek skupiny (Pawelski, 2005).Vétsina prozkoumanych studii v této bakalaiské praci prokazuje

veEtsi uspésnost 1écby za pomoci CSRA testtl.

2. Uvod do statistiky

2.1. Statistické hypotézy a p-hodnota (signifikance testu)

Pti statistickém vyhodnocovani pokusu obvykle testujeme néjakou nulovou hypotézu HO,
ktera je pfesnym opakem toho, co chceme dokazat, a kterou chceme nésledné zamitnout. Tento postup
se pouziva, protoze shoda dat s hypotézou jesté nepotvrzuje platnost hypotézy. V pripad¢, ze se data
s hypotézou neshoduji, 1ze hypotézu s jistotou zamitnout. Pokud tedy chceme zjistit, zda spolu né&jaka
data koreluji, bude znit nulova hypotéza takto: Vysledna data spolu nekoreluji. Poté si ur¢ime hladinu
vyznamnosti testu, na které chceme HO testovat. Jedna se vlastné o nejvyssi p-hodnotu (,,p-value ),
na které hypotézu zamitame. Bézné se pouziva 0,05, coz je pravdépodobnost 5 %, ze nulovou
hypotézu zamitneme, i kdyz plati. Hodnota p je hodnota signifikance testu, neboli je to hodnota
pravdépodobnosti, Ze je nulova hypotéza pravdiva. Pokud tedy v testu vyjde hodnota p = 0,05 %,
znamena to, ze existuje 5% pravdépodobnost, Ze je HO pravdiva. V piipadé, Ze je p -hodnota niZsi
nez hladina vyznamnosti, pak nulovou hypotézu zamitame a plati alternativni hypotéza H1, ktera je

opakem HO, v tomto ptipadé: Vysledna data spolu koreluji. (Wasserstein et al., 2016)
2.2. Test dobré shody (Chi-kvadrat test) a Fisheruv exaktni test

Oba tyto statistické testy slouzi k testovani nezavislosti pomoci kontingen¢nich tabulek. Chi-
kvadrat test hodnoti shodu ocekavanych a skutecnych hodnot méfenych velicin a ovéiuje, jestli maji
nahodné veli¢iny predem dané rozdéleni pravdépodobnosti. Fisherlv exaktni test se pouziva
ke srovnani dvou rozptyld a uziva se v pfipad¢é nizkych o¢ekavanych Cetnosti (Fisher, 1922; Fisher,

1954).
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2.3. Stiredni hodnoty koncentraci

Pfi urCovani vhodné davky chemoterapeutik se pomoci grafi vyhodnocuje takzvana stiedni
uc¢inna a inhibicni koncentrace in vitro. Kitivka pro ucinnou koncentraci (EC-,effective
concentration*) zobrazuje zavislost ucinnosti 1éku na zvysujici se davce a jedna se o funkci rostouci.
Hodnota EC50 je koncentrace 1éCiva, kterd poskytuje polovinu maximalni odpovédi. Kiivka pro
inhibi¢ni koncentraci (IC-,,inhibitory concentration®) zobrazuje miru inhibice odpovédi na lék
se zvySujici se davkou a jedna se o funkci klesajici. Hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace IC50 je
vlastné koncentrace inhibitoru, pfi které je odezva snizena o polovinu. Jednd se o koncentraci
pottebnou in vitro k dosazeni 50% maximalni odpovédi. Stfedni hodnota ucinné davky (ED-,effective
dose®) ED50 se udava, pokud zménime podavanou davku I€ku, ale nezname jeho efektivni
koncentraci. Jedna se o davku podavanou pacientim, pii které¢ dosahneme pozadovanych klinickych

vysledkt v 50 % pftipadt (GraphPad, 2018).
2.4. Senzitivita, specifita a prediktivni hodnota a uspéSnost testu

Vsechny tyto charakteristiky testu spolu vzajemné souvisi a daji se od sebe navzajem odvodit.
Senzitivita testu vyjadiuje podil skute¢né pozitivnich pozorovani vici 100 % (skutecné pozitivni
pozorovani s faleSné negativnimi). Specifita testu vyjadfuje podil skutecné negativnich pozorovani
vici 100 % (skutecné€ negativni pozorovani s faleSné pozitivnimi). Prediktivni hodnota testu je mira
pravdépodobnosti, Ze je vysledek skute¢né€ pozitivni, pokud ho test jako pozitivni vyhodnotil
(pozitivni prediktivni hodnota), nebo Ze je vysledek skutecné negativni, pokud ho test vyhodnotil jako
negativni (negativni prediktivni hodnota). Usp&nost testu uréuje celkovy pomér spravnych rozhodnuti

(Phillips et al., 1983).
2.5.ROC krivka (,,Receiver Operating Characteristic*)

ROC kiivka je ktivka popisujici vztah mezi specifitou a senzitivitou testu. Pfi hodnoceni
jakéhokoliv testu je vzdy nastaven urCity parametr, podle kterého urcujeme jeho vysledky. Pokud
napiiklad hodnotime citlivost a rezistenci pacientd, vyneseme kiivky znazornujici distribuci pacientti
citlivych a rezistentnich na testovany 1€k v zavislosti na zvoleném parametru. Tyto dvé kiivky se vzdy
v distribuci zvoleného parametru ¢astecné piekryvaji. Zvolené separacni kritérium v daném parametru,
které jsme urcili pro rozdéleni dvou populaci a vyhodnoceni testu, bude vzdy urCitou ¢ast populace
klasifikovat Spatn€ jako faleSn€¢ pozitivni nebo falesné¢ negativni. Podle toho, jak budeme ménit

separacni kritérium, bude se i ménit pomér faleSné pozitivnich a faleSné negativnich pozorovani

(Hajian-Tilaki, 2013). Pfekryv téchto kfivek je zndzornén na modelovém grafu nize.
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Obr. 2.: Modelova ROC krivka. (Hallinan, 2014)
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3. Uvod do historie

3.1. Pocatky in vitro testii chemosenzitivity

Prvni naznaky testovani citlivosti bunék in vitro pochazeji z pocatku 20. stoleti. V roce 1917
provedl Pappenheimer studii, ve které se snazil demonstrovat cytotoxické ucinky rtiznych latek

na bunkach potkaniho brzliku a lymfocytech lidskych tonzil (Pappenheimer, 1917).

Pouzil k tomu velmi rychlou a jednoduchou metodu, kdy ptidal barvivo tropanovou modf
k bunénym kulturam. Toto barvivo se pouziva k selektivnimu barveni mrtvych tkani. Mrtvé bunky
budou mit vyrazné modie obarvené jadro trypanovou modii, coz Ize dobfe pozorovat
pod mikroskopem. Zatimco zivé buiiky jsou schopné toto barvivo vypumpovat ven pomoci ABC
transportérti a budeme je tedy pozorovat jako neobarvené. Difuize tropanové modfi do bunky a jeji
nasledné obarveni tedy slouzi jako kritérium urcujici poranéni buné€k projevujici se jako ztrata
integrity plazmatické membrany. Diky tomu Ize kvantitativné studovat vliv riznych latek na zde

studované lymfocyty (Pappenheimer, 1917).

Vysledky studie byly vztazeny pouze na lymfocyty potkaniho brzliku. Pappenheimer zkousel
ovliviiovat Zivotnost lymfocytl nejriznéj$imi latkami. Studoval vliv pH a teploty, ptidani cholesterolu
nebo hemoglobinu na Zivotnost bunék, reakci bun€k na nedostatek kysliku, ¢i ochranny vliv vaje¢ného

albuminu (Pappenheimer, 1917).

V pozdnich tficatych letech minulého stoleti byla vyvinuta prvni procedura cytologické
diagnostiky rakoviny, ktera vyuzivala konvenéni transmisni svételnou mikroskopii s kombinaci smési
kyselych a zasaditych barev. George Papanicolaou vyvinul prvni z n¢kolika téchto barevnych smési
apouzil je pro studium estralniho cyklu primati. Nejprve pozoroval zmény zbarveni bunék
odebranych pomoci stérti z genitalniho traktu samic. Pozdé&ji tuto metodu aplikoval na lidské bunky
azjistil, Zese maligni bunky zcervikalnich stérd daji takto odliSit od zdravych. Studie
od Papanicolaou a Traut z roku 1941 potvrdila vyznam této diagnostiky cervikalniho karcinomu, coz
podminilo pocatek vyvoje automatizovanych pfistroji. Béhem ¢tyticatych let se tato metoda zna¢né
rozvijela. Patologové se ucili rozliSovat zdravé buniky od malignich pomoci PAP barveni, které
se pouziva dodnes (Shapiro, 2005). V dnesni dobé je toto barveni jedno z nejvyuzivanéjsich barveni
v cytopatologii a pouzivd se napiiklad pfi vySetfeni stérd z d€lozniho Cipku. Jedna
se o polychromatickou barvu, kterd v sobé obsahuje pét riznych barviv, které¢ odlisné barvi rizné

bunécné komponenty- kyselé barvy barvi zasadité bunécné komponenty a naopak (Team 2016).
3.2. Poéatky vyuziti in vitro CSRA pro nadorovou tkan

Testy CSRA pro nadorovou tkan vyuzili poprvé 1ékaii M. M. Black a F. D. Speer, ktefi v roce
1953 testovali vliv jednotlivych chemoterapeutik (uretan a triethylen melamin) nebo jejich kombinaci

na dehydrogenazovou aktivitu lidské nadorové tkan¢ (Black et al., 1953). Sukcinat dehydrogenaza je
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enzym, ktery v cyklu kyseliny citronové produkuje ATP. Jeji aktivita tedy koreluje s zivotnosti buiiky,
podle které je mozné urcit senzitivitu. Pomoci redukce tetrazoliovych soli na barevny formanzan lze
detekovat aktivitu mitochondrialni dehydrogenazy. Podle intenzity zbarveni lze ur¢it miru metabolické
aktivity bunky (Kimura et al., 1992). Zjistili, Ze velkou biochemickou variabilitu ve své nadorové
tkani vykazuji i jednotlivi pacienti se stejnym typem nadoru. Prokazali také ur¢itou korelaci mezi
klinicky pozorovanou citlivosti nadorové tkané na dané chemoterapeutikum a plisobenim stejného

chemoterapeutika pfi in vitro pozorovani (Black et al., 1953).

Nasledujiciho roku vydali dal§i publikaci zabyvajici se vyzkumem nové metody, ktera
by fesila rozdily citlivosti nadort k jednotlivym Iékim. Uvedli, Ze naddory reaguji na 1écbu riznym
zplsobem, at’” se jedna o rizné typy nadord ¢i o jednotlivé nadory stejného typu. Histologicky
identické nadory se mohou lisit ve svych odpovédich na 1é¢bu, dokonce mohou bez jakékoliv znatelné
zmény histologické struktury zménit svou citlivost na 1€k, na ktery ptvodné citlivy byl. Dale
se vénovali ucinku dalSich 1ékt. Jednalo se o aminopterin, podavany jak jednotlive, tak v kombinaci

s urethanem a triethylen melaminem (,.triethylene melamine* — TEM).

Dehydrogenazova aktivita nddorovych bunék ve vzorkach byla uréena pomoci tetrazoliovych
soli. Tento pokus byl provadén pro urceni stupné korelace mezi pisobenim riznych chemoterapeutik
na in vitro dehydrogenazovou aktivitu a jejich klinickych terapeutickych vlastnosti. Podle vysledki
nebylo mozné korelovat intenzitu endogenni dehydrogendzové aktivity stypem nadoru, jeho
mikroskopickym vzhledem, klinickym chovanim ani s odpovédi nadoru na 1écbu. Byla ale prokazana
pozitivni korelace mezi plisobenim chemoterapie na rizné nadorové tkané v pribéhu in vitro testl
pomoci inhibice sukcinat dehydrogenazy (,,succinate dehydrogenase inhibition“ — SDI) a jejimi

klinickymi ucinky (Black and Speer, 1954).

Vroce 1957 provedl J. C. Wright se svym tymem vyzkum vztahu mezi vysledky
chemoterapeutické 1éCby pacientii s nadory a in vitro testy na tkanovych kulturach. Kazdy vzorek
nadoru byl kultivovan na tkanové kultufe a testovan proti tomu terapeutiku, kterym byl 1é¢en pacient,
jemuz byl vzorek odebran. Jako 1é¢ebna davka byla pouzita nejnizsi davka zpasobujici inhibici ristu
mySich srdci na fibroblastovych kulturach. Ze 40 piipadi vykazovalo 26 piipadi korelaci obou
vysledki. U 10 ptipadi nebyla korelace prokazana, dalsi 4 ptipady byly sporné. Podle Wrighta by tato
metoda mohla slouzit k vybéru nejucinnéjsiho chemoterapeutika pro dany nador u konkrétniho

pacienta (Wright et al., 1957).

O prospésnosti chemosenzitivnich testll se ve své studii zminili i H. Limburg a U. Heckmann
v roce 1968. Studie se tykala pfevazné GcCinnosti chemoterapie pro pacientky s rakovinou vajecnikda.
V zavéru svého vyzkumu uvedli, Ze nemohou doporucit konkrétni chemoterapeutikum pro jednotlivé
typy nadori, jelikoz zZadné z nich nelze obecné oznacit jako nejefektivnéjsi. Ve studii bylo testovano
40 pacientek, pfiCemz u 25 pacientek byly pouzity in vitro chemosenzitivni testy pomoci laktat

dehydrogenazové aktivity a u zbylych 15 pacientli byla zvolena standardni 1é¢ba. Priimérna doba
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preziti po chemoterapeutické 1écbé volené in vitro testy se zvysila z 283 dni (u pacienti léCenych

standardn¢ volenou chemoterapii) na 527 dni (Limburg and Heckmann, 1968).

Nasledujici grafy zobrazuji Kaplan-Meierovy kiivky pieziti, které porovnavaji dobu pieziti
pacientll po 1é¢be cytostatiky vybranymi na zakladé CSRA testl s cytostatiky standardnimi. V dal$im
grafu je zobrazena doba pieziti pacientli, kteti byli krom¢ cytostatik (s/bez CSRA) 1éCeni jeste

chirurgickou nebo radiologickou 1écbou.
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Limburg a Heckmann ze ziskanych vysledkd doporucuji pokracovat v testovani citlivosti

nadort (Limburg and Heckmann, 1968).

H. L. Holmes a M. Little vydali vroce 1974 studii, ve které provadéli in vitro CSRA
mikrotesty tkanovych kultur 13 pacientim s nadorovym onemocnénim. Vysledky téchto testd
ukazovaly, Zze v 8 pripadech by nador nereagoval na 1é¢bu podanymi chemoterapeutiky, avsak
u jednoho z té€chto osmi piipadi byla klinicka odpoved’ pozorovana. Ve zbylych 5 pripadech by nador
podle vysledkti mél reagovat na 1é€bu podanymi 1éky, coz se také nasledné potvrdilo. I touto studii

byla potvrzena vysoka korelace mezi in vitro testy a klinickou odpovédi (Holmes and Little, 1974).

Uz ne tak pozitivni byly vysledky studie R. J. Berryho, A. H. Lainga a J. Wellse z roku 1975,
kdy kultivovali 97 vzorku lidskych nadord rizného typu, aby poté mohli predpovédét jejich citlivost
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na chemoterapii. Pouze 26 vzorkdl bylo schopnych rist po dobu 7 dnd na kultivatnim médiu.
Podrobné studie subkultur péstovanych in vitro ukazaly, ze se béhem rlstu objevuji velké zmény
v chemosenzitivité, a to uz v druhych subkulturach. Takze testy by mély byt provadény z Cerstvych
explantati nebo prvnich subkultur. Na konci této studie tedy nebyla nalezena zadna vyznamna
korelace mezi klinickym chovanim nadoru a vysledky jeho senzitivity zjiStované in vitro. Divodem
byl zfejm¢& maly pocet vzorkil, které byly schopny na kulturach rist a nasledné provadéni testt
ina kulturach po druhém pasazovani, které vyznamné zménily vlastnosti vzhledem ke vzorkiim

in vivo (Berry et al., 1975).
3.3. Pocatky priitokové cytometrie

Pratokova cytometrie je vhodnou metodou pro CSRA testy, protoze umozituje samostatné
testovani jednotlivych bunék. Tim je mozné ziskat kompletni prehled o bunikach v nddoru a jeho
heterogenité. Uplné pocatky smysleni o pritokové cytometrii se pisi do za&atku 20. stol. (Shapiro,
2005). Poprvé byla pritokova cytometrie popsana v roce 1934 Moldavanem, kde piedstavil koncept
pocitani bunék (konkrétné Cervenych krvinek) a popsal proudéni vzorku kapilarou a vyhodnoceni

excitace fotoelektrickym senzorem (Moldavan, 1934).

V padesatych letech byla vyvinuta alternativni metoda zaloZena na skutecnosti, ze bunky jsou
obklopeny lipidickou membranou, a tim padem jsou Spatnymi vodici elektrického proudu, na rozdil
od fyziologického roztoku. Wallace Coulter vynalezl zatizeni, ve kterém bunky prochazeji jednotlivé
malym otvorem mezi dvéma komorami naplnénymi fyziologickym roztokem. Princip pocitani
a méteni velikosti bun€k byl zalozeny na vzrustu elektrické impedance otvoru pfi prichodu bunky
v poméru k jejimu objemu (Coulter, 1956). Crosland-Taylor zase poprvé pouzil princip laminarniho
toku, kde kapalina proudi v rovnobéznych vrstvach, mezi kterymi nevznikd zadné naruseni (Crosland-

Taylor, 1953).

Na pocatku Sedesatych let se k méfenému rozptylu svétla zacala méfit jesté fluorescence
po pridani fluorescencniho barviva do vzorku. Prvni komercni pritokovy cytometr byl zaveden

na pocatku let sedmdesatych (Hallermann et al., 1964; Ornstein and Ansley, 1974).

3.4. Pocatky pouzivani prutokové cytometrie pro testy chemosenzitivity a

rezistence in vitro (CSRA)

Pritokova cytometrie se pro in vitro testy nadorové tkané zacala vyuzivat v roce 1978. Toho
roku byla provedena studie zjiStujici vztah mezi ploidii a proliferacnimi schopnostmi lidskych bun¢k
s nddorovym onemocnénim pomoci prutokové cytometrie. Ze studii vyplyva, ze vyskyt
karyotypovych abnormalit neni u nddor ndhodny. Obsah bunééné DNA je urcujicim znakem pro faze
bunééného cyklu a ploidii butiky. Pro stanoveni obsahu DNA a urceni ploidie byla vyuzita pritokova
cytometrie. Vyhodou této metody je, Ze neni omezovana proliferacnim stavem bunétné populace,
jelikoz umoznuje provadét vyzkum na bunkach v interfazi bunécného cyklu. Oproti mikroskopické
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analyze obsahu DNA, kterd je pracnd a casové naro€na, je pratokova cytometrie velice rychla
apresna. A navic umoznuje vyhodnoceni mnoha po sob& néasledujicich bunék najednou. Ze 78
pozorovani mélo 76 vzorkll nadorti rizného typu aneuploidni obsah DNA. Ploidie byla zkoumana
pomoci smichani vzorkd nadorovych bun€k s granulocyty, které se ukazaly jako vhodny referenc¢ni
standard pro uréeni ploidie lidskych pevnych nadord pomoci pritokové cytometrie. VéEtSina pacientl
s pevnymi nadory vykazovala hyperdiploidni abnormality bez ohledu na to, v jakém misté se nador
nachazel. Nebyla ale prokdzana zadna korelace mezi ploidii a proliferacnimi vlastnostmi bunck

(Barlogie et al., 1978).

Vroce 1982 byla pouzita prutokova cytometrie pro sledovani 1écby malobunééného
karcinomu plic. Pomoci sekven¢ni analyzy nadoru s opakovanym odbérem vzorku byly pozorovany
zmény bunécné kinetiky vyvolané chemoterapeutickou 1é¢bou, aby mohl byt upraven 1é¢ebny postup
a zlepsily se tak vysledky lécby. Odbér vzorku a tiprava lécebného rezimu probihali kazdych 4-7
tydnd. Na lécbu upravenou podle vysledkt pratokové cytometrie reagovali vSichni pacienti (Vindelov,

Hansen, 1982).

V dubnu roku 1983 byla testovana citlivost nadorovych bun¢k na chemoterapii pomoci
pratokové cytometrie in vitro. Byly izolované buiiky ze tfech nadorti Ascites Ehrlich, coz je nadorova
kultura kultivovana in vivo. Jedna se o nediferenciovany, hyperdiploidni karcinom, pivodné z mysi,
ktery nese podobné znaky s lidskymi nadory a je pro néj charakteristicka rychla proliferace (Barakat et
al., 2015). V této studii byl jeden nador citlivy na adriamycin a dal$i dva nadory, které na adriamycin
citlivé nebyly. VSechny vzorky byly inkubované na agaru a poté k nim byl pfidany adriamycin, ktery
mél vyvolat odchylky bunééného cyklu u citlivého nadoru. Tyto odchylky byly monitorované pomoci
pratokové cytometrie. Adriamycin opravdu zpUsobil odchylky bunééného cyklu u citlivého nadoru.
Tyto zmény bunééného cyklu vyvolané 1éky jsou zavislé na davce podaného 1éku. Dale bylo

prokazano, Ze mira citlivosti nadord na léky zavisi na koncentraci davky 1€kt (Engelholm et al., 1983).

O tfi roky pozdg€ji publikovala stejnd vyzkumna skupina vyzkum, ve kterém se zabyvala
ur¢enim chemosenzitivity lidského malobunééného karcinomu plic in vitro. Chemosenzitivita byla
uréena pomoci prutokové cytometrie na zakladé detekce zmén bunééného cyklu vyvolanych 1éky.
Uz v minulé studii tuto metodu popsali jako vhodnou pro odhadovani chemosenzitivity lidskych
nadorii. Na rozdil od klonovaci metody, ktera byla v té dob&€ pouzivana pro optimalizaci [éCby
nadorovych onemocnéni, jsou CSRA pomoci prutokové cytometrie daleko rychlejsi a spolehlivéjsi.
Pti provadéni FCCA (,,Flow Cytometry Chemosensitivity assay*) neni potfeba cekat, az bunky

narostou na médiu a vysledek neni ovlivnén neschopnosti bunék na Zivném médiu rtst (Engelholm et

al. 1986).

Ve své studii se zabyvali tim, jak vypovida zména bunécného cyklu o chemosenzitivité
nadoru k podanému léku. Pouzili tfi nadory, pficemz kazdy mél jinou citlivost na podané
chemoterapeutikum (zde konkrétné melfalan). Nadory byly nejprve enzymaticky a mechanicky
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disociované do jednobunééné suspenze a poté inkubované s riznymi davkami Iéku. Nésledné byly
prendané na agar a pomoci prutokové cytometrie byla urena zména bunécného cyklu. Jeden ze tii
nadori, ktery byl rezistentni na melfalan, nevykazoval zadné¢ zmény bunécného cyklu po podani léku.
U zbylych dvou citlivych nadori na melfalan se projevila akumulace bun¢k v S-fazi v zavislosti
na podané davce léku. Odchylky od bunééného cyklu testovanych nadort korelovaly se senzitivitou
in vivo. Podle vysledki této studie vyzkumna skupina oznacila tuto metodu jako vhodnou

pro testovani citlivosti lidskych pevnych nadord (Engelholm et al. 1986).

4. Prehled CSRA testii pro nadorova onemocnéni

Testy chemosenzitivity a rezistence nadord umoznuji vybér vhodného chemoterapeutika
na zaklad¢ citlivosti konkrétniho nadoru uréené in vitro, podle niz lze vyhodnotit, zda je rtst nadoru
inhibovan podanym Iékem nebo skupinou 1€k, ¢i jestli podany 1€k neovliviuje rist nadorovych
bunék. Diky tomu je mozné individualné ptizpisobit 1écbu a vybér U¢innych 1€ki konkrétnimu

pacientovi (Schrag et al., 2004).
4.1. Princip CSRA metody

CSRA je in vitro laboratorni analyza bun€k vzorku odebraného z primarniho nadoru nebo
z metastazujiciho nadoru, jejimz cilem je poskytnuti prediktivni informace o chemosenzitivité nebo
rezistenci nadorovych bunék vici riznym chemoterapeutickym ptipravkim (Burstein et al., 2011).

CSRA lze provadeét riznymi metodami (viz dalsi podkapitola), av§ak princip testu je vzdy stejny.

Nejprve je odebran vzorek pacientova nadoru. Po Uspé$né izolaci jsou bunky kultivované
v kultufe in vitro, aby byla zachovana jejich Zivotnost i mimo pacientovo télo. Nasledné jsou bunky
rozdélené do nékolika vzorkd, ke kterym jsou pifidand riznd chemoterapeutika v rtiznych
koncentracich pohybujicich se v fadu 0,1-20 pg/ml (Dendy et al., 1970) a jeden vzorek se zachovava
jako negativni kontrola, ke které se vysledky testd nakonec vztahuji. Po inkubaci 1€kt s cytostatikem
je urCen pocet zivych bunék ve vzorku, ktery je nasledné porovnany s poétem zivych bunék
v negativni kontrole. Rozdil téchto dvou hodnot urcuje citlivost, pfipadné rezistenci nadorovych bunék
k podanému cytostatiku. Senzitivitu lze také urcit pozorovanim zmény bunééného cyklu nadorovych
bun¢k po podani léku (Barlogie et al., 1978). Je nutné testovat vzorky co nejdiive po odebrani
a kultivaci, jelikoz nadorové buniky byvaji heterogenni a v Case znacné promeénlivé. Je prokazano,
ze ma vyznam provadeét testy chemosenzitivity bud’ na Cerstvé odebranych vzorcich, anebo jejich
prvnich subkulturach, které narostou na médiu po prvnim pasdzovani. PasdZzovani se provadi
v moment€, kdy bunky pokryji cca 70-80 % povrchu kultury. K tomu dochézi ptiblizné za 3-5 dni.

Druhé subkultury uz vykazuji zna¢nou zménu chemosenzitivity (Berry et al., 1975).
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4.2. Vyuziti CSRA testi

Ackoli by vétsina onkologli upiednostiiovala ptizplisobeni 1é¢by a volby chemoterapeutik
individualnim potfebam pacienta, nejsou chemosenzitivni testy zatazeny do celkové klinické péce,
protoze dosavadni studie nepodporily zafazeni této technologie mimo klinicky vyzkum (Galvan,
2018). Ditvodem je predevsim nedostatek prospektivnich studii a malé mnozstvi vzorkd testovanych
v jednotlivych studiich. Studie jsou vétSinou provadény na principu porovnani pacientd, ktefi byli
1éceni chemoterapii zvolenou podle CSRA testil, s pacienty, ktefi byli lé€eni podle standardni 1éCby.
podle CSRA testd namisto standardné volené 1écby. Dal§im problémem je urceni jasné definice toho,
kdy se jedna o uspésnou 1écbu. Vysledky 1éCby jsou méteny v letech preziti po 1€cbé bez navratu
nemoci, v letech pieziti do relapsu onemocnéni a dale je urovana celkova doba pieziti. Pacienti jsou
sledovani maximalné po dobu 60 mésicti od zahajeni 1éCby, dalsi mésice uz se do statistik nezatazuji

(Galvan, 2018).
4.3. Pro¢ pouzivat CSRA testy?

Vznik a 1é¢ba nadorového onemocnéni jsou vzdy ovlivnény velkym mnozstvim faktort.
Pokud ma byt 1écba ispésna, je poteba zhodnotit a uvazit vSechny tyto faktory souhrnné. V dnesni
dobé je vyuzivana systémova chemoterapie nadorovych onemocnéni, kdy se pro 1éCbu vyuzivaji
statisticky nejuspésnéjsi lécebna schémata vyhodnocena klinickymi studiemi (Amur et al., 2010).

vvvvvv

individualni genotyp i fenotyp somatickych buné€k i bun¢k nadoru. Mezi pacienty je vysoka geneticka
variabilita v IéCivo-metabolizujicich enzymech, transportnich systémech nebo ve vyskytu mutaci
v populaci. To zptsobuje rozdilnou reaktivitu nddort na cytostatika. Nehled¢€ na to, ze pii systémové

neuspesna (Amur et al., 2010; Hatok et al., 2009).

Heterogenita nadori stejného histologického typu v populaci je znaéné€ vysoka a zpusobuje
selhani standardni 1é¢by. Nadory obvykle vykazuji vysokou heterogenitu i v ramci jednoho jedince,
jak v Case, tak i v prostoru. Kazdy nador je tvofeny heterogennimi populacemi bunék. Tyto jednotlivé
populace jsou molekularng€ i geneticky odlisné, coz znamenda, ze maji odliné i ur¢ité molekularni
vlastnosti. Napiiklad rizné ¢asti nadoru mohou mit rozdilnou nachylnost k apoptdze nebo proliferacni
aktivitu. LiSit se také mohou ve schopnosti tvofit metastatické buiky ¢i v citlivosti k terapii.
S vysokou heterogenitou nadoru vzrusta tedy i jeho odolnost vii¢i standardni 1é¢bé. Z tohoto diivodu
musi byt proveden odbér vzorkl z vice mist, které musi byt nasledné vyhodnoceny pomoci CSRA
testt,, abychom mohli ziskat celkovy profil chemosenzitivity a rezistence nadoru (Dagogo-Jack and

Shaw, 2018; Meacham and Morrison, 2013; Medenica and Powell, 1995).
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Podle Roberta Holloway M. D. je zpisob vybéru 1écby na zdklad¢é experimentdlniho CSRA
testu velice piinosny v situacich, kdy neexistuje standardizovana 1éCba (Jenks, 2012). Pii relativné
vysokém procentu piesnosti vysledki, které potvrzuji mnohé studie, je nespornou vyhodou CSRA

jejich rychlost, kdy je mozné znat vysledky testl uz za 2-4 dny, a jejich relativni nizkonakladovost.

Zavedenim CSRA testii do bézné klinické praxe bychom mohli zvysit U¢innost nadorové
terapie s minimalnim zatizenim pacienta, jelikoz jsme schopni z vysledkt téchto testli urcit citlivost
arezistenci nadorovych bun¢k vuc¢i cytostatikim v celém prubéhu onemocnéni. Charakter nadoru
a jeho citlivost se s postupem casu ¢i zménou jeho lokace méni. Diky témto testim mizeme pro lécbu
vybrat kombinaci nejucinnéjSich cytostatik a zabranit tak vystaveni pacienta cytostatikiim neucinnym

(Michalova et al., 2008).

Velkou vyhodou CSRA testl je vysoka pravdépodobnost urceni rezistence nadoru k podanym
cytostatikim. Rezistenci 1ze podle nékterych studii urcit s 80-100% uspé&Snosti (Volm and Efferth,
2015). Na rozdil od senzitivity nadoru se vysledky in vitro shoduji s chovanim bunék in vivo. Pokud

tedy ur¢ime rezistenci in vitro, da se predpokladat stejna rezistence in vivo.
4.4. Pro¢ nepouzivat CSRA testy?

4.4.1. Rozdilnost senzitivity urcené in vitro a in vivo

Citlivost nadorovych bun¢k na podany Iék urCend testovanim in vitro neodpovida zcela
citlivosti, kterou ke stejnym léktim vykazuji buiiky in vivo. Pomoci CSRA nelze citlivost nddoru viici
chemoterapeutiktim urcit se 100% pravdépodobnosti (Volm and Efferth, 2015). Nadorové onemocnéni
je komplexni d&j zahrnujici proliferaci bunék, apoptozu ¢i reakci bunék imunitniho systému pacienta
ajeho 1écbu nelze omezit pouze na bunéénou nebo populacéni Groven. U nadorovych bunék
v nefyziologickém prostiedi mize dochazet ke zméné morfologie, rustovych faktorl ¢i genové exprese

(Tal4c et. al. 2000).

Duivodem je ptedevsim to, Ze nejsme schopni v laboratornich podminkach nasimulovat pfesné
podminky prostiedi, ve kterém jsou bunky v pacientové téle. Pokud bunky kultivujeme in vitro, nejsou
v kontaktu s okolnimi buitkami, neovliviiuji je metabolické procesy a nenachazeji se ve fyziologickém
prostfedi, coz zplsobuje, Ze se chovaji jinak, nez v podminkach in vivo (Talac et. al., 2000). Nadorové
buniky v pevnych néadorech in vivo jsou v hypoxickém stavu, ktery zplsobuje rezistenci vuci
chemoterapeutické 1écbé. Stejné bunky in vitro rezistentni byt nemuseji. Chemoterapeutika vétSinou
funguji proti rychle proliferujicim latkdm. S hypoxii je vSak spojeny i nedostatek glukozy. Hypoxie
a hypoglykémie pro buniku znamenaji zastaveni nebo zpomaleni bunéného cyklu, coz je zpisobeno
specifickymi proteiny, které jsou indukovany za hypoxickych podminek. Tim padem na hypoxické
bunky in vivo nefunguji chemoterapeutické 1éky (J. M. Brown 1999). Stejné tak jako hyperglykémie
zpusobuje zvySenou rezistenci nadorovych bunék (Litchfield et al., 2015). Dalsimi ddvody, proc

hypoxie zptsobuje rezistenci nadoru na léky, jsou rozdily koncentracnich a pH gradientd a produkce
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stresovych hypoxickych proteinti (Brown, 1999). Léky, které se v podminkach in vitro jevi jako
ucinné, nemusi fungovat v lidském téle. Mize to také zplisobit Spatna vstiebatelnost 1¢kdl, ktera nelze
zjistit v in vitro podminkach, nebo to muze byt zplisobeno degradaci 1€k prostiednictvim rtiznych

metabolickych reakci (Lynne, 2018).

4.4.2. Nedostatecné vysledky a neobjektivnost CSRA studii

V publikovanych studiich o CSRA neni dostatek informaci o tom, do jaké miry ovliviluji
vysledky CSRA testli vybér chemoterapeutického ptipravku pro 1écbu. Je dilezité posoudit, jak ¢asto
provedeni CSRA znamena pro pacienta rozdilny vybér vhodnych chemoterapeutik, oproti situaci, kdy
by CSRA proveden nebyl. Casto je kombinace 1¢ékti doporugenych na zakladé vysledkti CSRA stejna,
jako je kombinace I€kt, ktera by byla vybrana bez provadéni testd. Vysledky CSRA v 80-90 %
(Huang et al., 2007) vychazi v souladu s doporuc¢enim standardni klinické 1éCby, jelikoz prave ta je
rozhodnout pro jednu zvice moznosti standardni 1é¢by. Z tohoto divodu nejsou CSRA testy
povaZované za dostateéné piinosné (Cortazar and Johnson, 1999; Schrag et al., 2004). Dostupné studie
také mnohdy nemaji spravnou vypovidajici hodnotu, protoze jsou ovlivnéné riznymi faktory.
Setkavame se s problémy, jako je napf. neschopnost nadorovych vzorktl rist na zivném médiu,
predCasné umrti pacienti pfed dokoncenim studie, omezovani vyberu pacientli pro studie podle
zvolenych kritérii a podobné. Studie byvaji ovlivnény nendhodnym vybérem pacientd, u kterych bude
vyuzitd metoda CSRA. Tito pacienti musi mit nadory, které mohou byt odebrané biopsii, punkci nebo
jinymi metodami, ¢imz se vybér stava nendhodnym a ovlivituje tak objektivitu testd (Schrag et al.,

2004).

4.4.3. Standardizace CSRA studii

Zakladatelka neziskové organizace pro pacientky s rakovinou vajec¢nikli Laura Shawver tvrdi,
ze klinické CSRA testy by mély byt vice standardizované, jelikoz kazdéa laboratof muze pouZzivat
odliSnou metodu testovani (Jenks, 2012). Pokud nejsou studie spravné standardizované, nelze podle
nich jednoznacné urcit, zda je novy zpusob lécby vyhodnéjsi, nez ten ptivodni. Problémem téchto
studii je jejich nediikladna piiprava. Chyby vétSinou zacinaji uz v samotném navrhu studie, kdy byva
Spatné zvoleny srovnavaci parametr. Nedostacujici byva také velikost testovaciho souboru, tedy pocet
pacientl UCastnicich se studie. To byva zpiisobené ndborem malého mnozstvi pacientti do studie, nebo
i vyfazovanim starych nemocnych nebo jinak zdravotné indisponovanych pacientti. Srovnavani
malych testovanych skupin jsou statisticky nevyznamna. Nehledé na to, ze zdravotni indispozice
pacientt je v klinické praxi velmi Casta, a proto by i tento vliv mé¢l byt zahrnuty do studii. Dale Casto
dochazi k predbéznému ukoncovani studii na zakladé pribéznych analyz, pti kterych jsou odhaleny
neo¢ekavané nezadouci G¢inky nebo naopak dochazi k vyraznému zlepSeni kvality Zivota pacienta.
Takto pred¢asné ukoncené studie ale nemaji zadnou vypovidajici hodnotu (Novotny and Petruzelka,

2005).
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4.5. Metodické pristupy

4.5.1. Metody provadéné in vivo

In vivo CSRA spocivaji v urovani chemosenzitivity pomoci modelovych zvifat nesoucich
vzorek lidského nadoru, xenoimplantatu (,,patient derived xenografts” — PDX). Jako zvifeci model se
nejcastéji vyuziva imunodeficitni myS. Nadorové buiky se do mysi zavadi bud’ intraven6zné nebo
pomoci fragmentu zavedeného do tuku mlécné Zzlazy Ccisubrenalni kapsule. Dale se vyuziva
intraperitonealni, intrahepaticka nebo intrakardialni injekce. V pribéhu 1éCby je sledovany rist nadoru,
jeho umisténi, objem a priimér (Price, 1996). Mysim jsou podavané rtizné léky. Nasledné, podle jejich
reakci na podané léky, je vybrany vhodny terapeuticky rezim pro konkrétniho pacienta. Vyuziti in vivo
CSRA testli eliminuje zmény chovani bunék péstovanych v in vitro kulturach (Lai et al., 2017). Jejich
nevyhodou je vsak velka casova narocnost, kdy je mozné dostat vysledky az za 1 az 4 mésice (Morton
and Houghton, 2007). SRCA (,,Subrenal capsule assay*) funguje na principu vlozeni lidskych
nadorovych bunék do subrenalniho pouzdra mysi, v nizZ samotné testovani probiha (Stratton, 1987).
Vyhodou metody je, Ze implantaty zachovavaji hlavni genetické a histologické charakteristiky

puvodniho nadoru a zlstavaji stabilni i po né€kolika pasaZzovanich (Hidalgo et al., 2014).

4.5.2. Metody provadéné ex vivo

»Circulating tumor cells* - CTCs

Jedna se o metodu, pifi které jsou izolované nadorové bunky, které jsou piitomné v periferni krvi
pacientii s pevnymi naddory. Tyto buiiky jsou kultivované ex vivo a nasledné pozorujeme, jak se meéni
citlivost bun¢k viici 1ékiim u jednotlivych pacientii. Podle genotypu a funk¢ni charakteristiky bunek je
volena vhodna 1é¢ba. Vyhodou této metody je moznost sledovat mutaéni procesy primarniho nadoru.

Nevyhodou je naopak naro¢nost samotné izolace zZivych bunék (Yu et al., 2014).

4.5.3. Metody provadéné in vitro

Metody provadéné in vitro se oproti metodam in vivo 1i§i v mnoha faktorech. Metody in vitro
jsou znatelné€ rychlejsi, vysledky lze ziskat né€kdy i za par hodin. Dale nejsou tolik naro¢né na material
a na modelové organismy a daji se vyhodnocovat podle riznych parametri. Nevyhodou ale mize byt
nedostatecna absorpce 1é¢iva nebo distribuce 1éCiva do nadoru neodpovidajici in vivo podminkam
zpusobena ztratou vaskularizace nebo jejim poskozenim, detoxikace 1€kt metabolickymi drahami,

¢i odlisny rast nadort in vitro a in vivo (Clarke, 1996).
4.5.3.1. Klonovaci a prolifera¢ni testy

Klonovaci metody jsou zaloZeny na principu kultivace nddorovych bunck na zivném médiu
s riznymi cytostatiky. Po nckolika tydnech jsou porovnany pocty bunck v testovanych vzorcich
s pocty buné€k v kontrolnich vzorcich a podle rozdilu téchto dvou ¢isel je ur€ena senzitivita, ptipadné

rezistence nadoru k testovanému léku. Nevyhodou téchto metod je potfeba nadorovych bunék

16



v jednobunééné suspenzi. K zajisténi vypovidajici hodnoty testu a moznosti testovani riznych léki
v riznych koncentracich je potteba velké mnozstvi bunék, které musi byt schopné rist na agarovém
médiu.

»Human tumor colony assay“ (HTCA), ,,Capillary cloning systém* (CCS), ,,Thymidine
incorporation assay* (TIA), ,,Diferential staining cytotoxicity assay* (DiSC)

Vsechny tyto metody funguji na stejném principu. Kultivace bun¢k s riznymi 1éky in vitro
trva 2-3 tydny. TIA testy vykazuji korelaci in vitro s in vivo odpovéd'mi v 88 % pro rezistenci nadori
a ve 44 % pro senzitivitu (Tanigawa et al. 1993). Klinické korelace mezi in vitro chemosenzitivitou
a in vivo reakci na 1écbu je HTCA uspésna v 71 % pro urceni senzitivity a v 91 % pro uréeni rezistence
(Salmon, 1984; Tanigawa et al., 1993). Nevyhodou téchto testi je jejich ¢asova naro¢nost. Casto také
dochazi k vyhodnoceni falesn¢€ pozitivnich vysledki, protoze je citlivost bunék posuzovana podle
inhibice rdstu. Ta ovSem nemusi byt zplisobena jen cytostatiky a nemusi znamenat smrt bunky.
Metoda DiSC se lisi od predchozich metod v dob¢ inkubace i ve vyhodnoceni senzitivity. Pti testovani
touto metodou jsou buiiky inkubované jen po dobu 4-6 dni. Potom je pfidana barva fastgreen, ktera
barvi jen mrtvé buiiky. Citlivost je uréena podle poméru mrtvych bunék k celkovému poctu bunék.
Tento test je vyrazné krat$i nez predchozi a muze byt vyuzit pro vétSinu nadorti, ale je pracny

a vyhodnocovani testd mtize byt subjektivni (Weisenthal et al., 1983).
»Collagen gel droplet-embedded culture-drug sensitivity* test (CD-DST)

Suspenze nadorovych bun¢k je pfidana k neutralizovanému roztoku kolagenu, ze kterého
vzniknou gelové kapicky. V kazdé kapce je pfiblizné 3*10° bundk. Po sedmidenni inkubaci s 1éky
se kolonie nadorovych bunék v kapkach kolagenového gelu barvi neutralnim Cervenym roztokem
po dobu 2 hodin. Zivé buiiky jsou kvantifikované obrazovou analyzou, ze které je uréena proliferace
bun¢k v kapce osetfené konkrétnim lékem (Tanioka et al., 2010). Byla prokazana 80% klinicka
korelace pii ur€ovani senzitivity nadord a 100% korelace pii urovani rezistence nadorti (Kobayashi et
al., 1997). Tato metoda ma vysokou Uspés$nost, vyZzaduje maly pocet bun¢k, eliminuje kontaminaci
pomoci fibroblasti, zachovava plvodni ristové charakteristiky, umoziuje vyhodnoceni pomoci
fyziologickych koncentraci 1é¢iv (Tozuka et al., 2013), je velmi jednoduchd a relativné rychla

(Kobayashi, 2005).

o 4

4.5.3.2. Metody zaloZené na detekci metabolické aktivity bunék — jednobunécéné kultury

»Methyl thiazoyl-diphenyl-tetrazolium bromide“ (MTT), WST-1, ,,Succinate dehydrogenase
inhibition“ (SDI), Trypanova mod¥

Jedna se o kolorimetricky test mefici metabolickou aktivitu bun¢k v kultute, zivotnost bunck
a cytotoxicitu. Bunécéna suspenze nadorovych bun€k je kultivovana s riznymi chemoterapeutiky
po dobu Ctyt dni. Poté je pfidan methyl thiazolyl-difenyl-tetrazolium bromid nebo WST-1, coz jsou
tetrazoliové soli, diky kterym lze detekovat aktivitu mitochondridlni dehydrogendzy. Metabolicky

aktivni buiky pfeméni ve vod¢ rozpustnou tetrazoliovou sil na ve vodé nerozpustny fialovy
17



formanzan (Ahmadian et al., 2009; Kimura et al., 1992). Po pfidéni tropanové modii jsou mrtvé buiiky
obarvené syté modrou barvou. Zivé buiiky nemohou byt obarvené, protoze vyluéuji ze své cytoplasmy
barvivo pomoci ABC transportéri (Allison and Ridolpho, 1980; Strober, 2001). Podle intenzity
zbarveni je mozné vizualn¢ ¢i pomoci spektrofotometrie urcit Zivotnost bun¢k podle miry metabolické

aktivity buiiky, a tim i citlivost nadoru k podanym lékiim (Ahmadian et al., 2009; Kimura et al., 1992).
Bioluminiscence adenosin trifosfatu (ATP)

Tento test vyuziva k urceni zivotnych bun€k mnozstvi ATP ve vzorku lyzovanych bun¢k
osetfenych chemoterapeutiky. Toto mnozstvi je zméfené pridanim luciferinu. Nizka koncentrace ATP
se projevuje nizkou luminiscenci. V dnes$ni dobé neni vSak pfili§ vyuzivanad kvali své nepfesnosti.

Velkym problémem je degradace ATP bunéénymi ATPé4zami po lyzovani buiiky (Yu et al., 2017).
»ChemoFX Assay*

Tento test je zalozen na rustu a kratkodobé primarni kultivaci epitelialnich bunék ziskanych
resekci pevnych nadort. Cast nadoru odebraného pacientovi je mechanicky disociovana a kultivovana
v kultiva¢nich bankach, dokud nepokryji témér celé dno nadoby. Poté jsou primarni kultury
naockované do mikrotitra¢nich desticek a vystavované rostoucim davkam vybranych chemoterapeutik.
Nasledné je uréeny pocet Zivych bunék pomoci automatizovaného cell-counteru. Vysledné pocty
bun€k v osetfenych vzorcich se porovnaji s pocty Zivych bunék v neosetfenych kontrolnich vzorcich.
Na zaklad¢ vysledkl se pro kazdy vzorek vytvori kiivka zavislosti uc¢inku kazdého chemoterapeutika
na davce. Nakonec je u kazdého podaného 1éku uréena odpoveéd nadoru na podanou 1é¢bu (Brower et

al., 2008; Ochs et al., 2005).
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Obr. 5.: K¥ivka zavislosti u¢inku na davce. (Holford, 2018)
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»Extreme drug resistance assay“ (EDRA)

Bunky jsou vystavené extrémné vysokym davkam chemoterapeutik, tzn. vetSim, nez je
maximalni tolerovana davka po dobu 5 dnt. Vysledky byvaji klinikim dostupné po 5 az 10 dnech.
Test slouzi k uréeni pouze rezistence in vitro, nikoli senzitivity. Rezistence koreluje s odpovédi in vivo

v 99,2 % (Joo et al., 2009).
4.5.3.3. Metody zaloZené na detekci metabolické aktivity bunék- 3D kultury
»Histoculture drug response assay“ (HDRA)

HDRA vyuziva trojrozmérné fragmenty rakovinnych tkani vSech typt pevnych nadort. Diky
tomu lze vyhodnocovat bunécnou odpovéd’ na 1éky v podminkach podobnych in vivo, jelikoz buiky
udrzuji intercelularni kontakt. Cerstvé odebrané chirurgické vzorky se nafezou na 1-2 mm’ kusy
a nanesou se na zelatinovou kulturu napusténou kultivaénim mediem obsahujicim testované 1écivo.
Poté se nechaji inkubovat po dobu 7 dni a nasledné je ur¢ena zivotnost pomoci MTT testu. Z tohoto
divodu lze povazovat miru Uspésné predikce za vysokou (92,1% korelace mezi klinickou odpovéedi

a vysledkem testu (Furukawa et al., 1995)) (Hoffman and Vescio, 2018; Ohie et al., 2005).
»Fluorescent cytoprint assay“ - FCA

Vzorky nadoru, které jsou roziezany na kousky, jsou udrzované v kolagenu v pribéhu
vystaveni chemoterapeutickym 1éklim. Po inkubaci je pfidana fluorescencéni barva. Bunky jsou

nasledné vizualizované pomoci otisku (Meitner, 1991).
4.5.3.4. Metody na molekularni tirovni

Tyto testy funguji na urovni detekce exprese genii nebo proteinti ovlivitujicich citlivost
¢irezistenci bunék vici 1ékim. Méfend je predevSim exprese p-glykoproteind, kterd se snizuje
se zvySujici se koncentraci 1éku v buiikach, dale zmény bunécnych proteinti, zmény v expresi molekul
podilejicich se na opravé DNA, aktivace onkogentl, exprese ristovych faktort, regulatorti apoptozy
a kontrolnich bodt bunécného cyklu. Mezi hlavni metody patii FCCA, Western bloting
imunohistochemie, indukce apoptézy pomoci testu DNA difuze, TUNEL assay a PARP assay
(Blumenthal and Goldenberg, 2007).

»Flow cytometric chemosensitivity assay*“ (FCCA)

FCCA testy se provadi na bunkach v suspenzi, kterym je po inkubaci s lécivem métend

kinetika bunécéného cyklu, a tim padem i jejich Zivotnost (Kubota et al., 1992).
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5. FCCA

5.1. Metodika provedeni chemosenzitivnich testii pomoci pritokové cytometrie

Ze vzorku nadoru odebraného pacientovi je pfipravend bunécna suspenze pomoci mechanické
nebo enzymatické disociace tkané (Schinkdthe, 2008), ve které je poté urCeny pocet zivotaschopnych
bunék pomoci pritokové cytometrie. Suspenze se potom nafedi tak, aby obsahovala pocet
zivotaschopnych bun¢k na pozadované trovni. Nasledné je rozdélena na pozadovany pocet vzorki,
ktery se rovna poctu testovanych 1éciv a jejich kombinaci plus dva vzorky na negativni a pozitivni
kontrolu. Do kazdého vzorku je pridany 1ék, na ktery chceme znat bunénou odpovéd’. Negativni
kontrola obsahuje pouze bunéfnou suspenzi a slouzi jako kontrola spravné kultivace. V pozitivni
kontrole je bunécnd suspenze a cytotoxicka latka. Vsechny tyto vzorky vcetné obou kontrol jsou poté

inkubované (Medenica and Powell, 1995).

Potom se obsah zkumavek obarvi DNA interkalacnimi barvami, které¢ obarvi DNA mrtvych
bunek. Pratokovym cytometrem Ize urcit pocet mrtvych ¢i zivotaschopnych bunék, coz vypovida
o ucinku cytostatik na bunky a jejich senzitivité. Chemosenzitivita nadorovych bun¢k viici testovanym
1ékiim je potom urcena porovnanim zivotnosti bunék ve vzorku s danym Iékem vii¢i vzorku negativni
kontroly. Lze tak ziskat pfesnou odpovéd o chemosenzitivité Ci rezistenci nadorovych bunék vici
chemoterapeutikim béhem 48-96 hodin od doby, kdy byl vzorek nadoru odebrany pacientovi
(Medenica and Powell, 1995).

Nasledujici bodové diagramy (B-E) znazornuji ubytek zivych bunék b&hem ¢tyfdenni
kultivace nadorovych bungk s fludarabinem. Zivé buiiky jsou ohrani¢ené Gtvercem. Buiiky

kultivované po dobu 4 dni bez chemoterapeutika (negativni kontrola) jsou zobrazené na diagramu A.
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Obr. 6.: Bodové diagramy cytometrické analyzy. (Schinkéthe, 2008)

Pfi pouziti automatizované prutokové cytometrie mize byt vyhodnocené néckolik stovek
az tisict 1¢kt a jejich kombinaci. Umoziuje takeé, oproti jinym CSRA, zkratit dobu inkubace
s cytotoxickymi léky a tim zajistuje zachovani vlastnosti bunék, které se s prodluzujici dobou mimo
lidské t€lo zacCinaji ztracet (Ballesteros, 2010). Buiiky in vitro se ptizptisobuji novym podminkam,
protoze ztraci kontakt s extracelularni matrix. Ta pfitom ovliviiuje fadu aspekti jako je homeostaza,

morfogeneze, diferenciace kmenovych bun¢k, vyvoj a pribéh onemocnéni (Abdeen et al., 2016). Diky

kratké dobé¢ inkubace je také mozné vyhodnotit testy jesté pred zahajenim 1écby (Ballesteros, 2010).
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5.1.1. Postup

Pro tento test lze pouzit vzorky z jakéhokoliv typu nadoru. Lze ho provadét na pevnych
nadorech ziskanych chirurgickym zakrokem nebo biopsii, z ascitické tekutiny, aspiratu kostni dfen¢,
pleuralni tekutiny a podobn¢ (Hofmann et al., 1984). Dale je mozné vyuzit tzv. tekutou biopsii (,,fine
needle aspiration biopsy* — FNAB) Tim je moZzné rozpoznat nddorové onemocnéni v casnych fazich
a sledovat 1é¢ebnou odpovéd’ po celou dobu 1écby. Jeji vyhodou je, Ze je daleko Setrnéjsi, nez jiné
druhy odbérovych metod, dile umoziiuje komplexné&jsi ptistup k 1é¢be, protoze ndm davd moznost

ziskat informace o charakteru celého heterogenniho nadoru (Kubaczkova et al., 2017).

Po odebrani se nador umisti do transportniho média. Pevné nadory se nejprve mechanicky
nebo enzymaticky disociuji. Po disociaci nadoru se malé¢ kousky umisti do homogenizéru.
Ke vzorkim se pfida 5 ml transportniho média a ty se poté homogenizuji. Supernatant se odpipetuje
a buiiky jsou suspendovany v kultivaénim médiu. Tim je naddorova tkan pievedend na jednobunécnou
suspenzi. Bun&¢na suspenze by méla obsahovat 10°-10° bunék v 1 ml. Vzorek o objemu 1 ml by mél
obsahovat 0,15-0,2 ml bunééné suspenze (Huang et al., 2007). Poté se do jedné Cisté zkumavky prida
dobie promichana bunécna suspenze se 0,4% barvivem Trypan Blue (pfipadn¢ MTT) a kultivaénim
médiem v poméru 1:2:7. VSe se promicha a vlozi do cytometru. Tim se zjisti procento Zivotnych
bun€k v suspenzi, ktera se nasledné¢ nafedi podle toho, na jaky podil Zivotnych bun€k jsou Iéky
pripraveny. Procento Zivotaschopnych bungk se urc¢i jako pomér Zivotaschopnych bunék k celkovému

poctu bunék x100% (Medenica and Powell, 1995).

Pokud je v pfitomném vzorku koncentrace vétsi, nez na jakou jsou léky pripravené, méla
by byt suspenze nafedéna kultivaénim mediem na pozadovanou koncentraci. Pokud je ve vzorku
koncentrace zivotaschopnych bunék nizs$i nez pozadovana koncentrace, je potfeba natedit podavané
1€ky tak, aby odpovidali bunééné koncentraci. Léky se podavaji v koncentracich 0,01pg/ml -1 mg/ml.
Toto fedeéni se provadi priddnim vét§iho mnozstvi bunécné suspenze. Do zkumavek se ptfidava 1 ml
bunécné suspenze pro kazdou fadovou hodnotu, mensi nez je pozadovana hodnota (Medenica and

Powell, 1995).

Do sterilnich mikrotitratnich desti¢ek se napipetuje bunécnd suspenze a kultivacni médium
vpoméru 2:8. To bude slouzit jako negativni kontrola. Dalsi sterilni mikrotitracni desticky jsou
oznacené pro jednotliva 1éCiva, kterd budou pfi testovani pouzita. Posledni je oznacend jako pozitivni
kontrola, ktera obsahuje cytotoxické ¢inidlo (napf. toxalbumin) nebo stl, ktera zabiji buiiky zménou
osmotického tlaku (Schinkdthe, 2008), kultivaéni medium a bunéénou suspenzi v poméru 1:7:2.
Jednotlivé mikrotitraéni desticky se naplni roztokem 1é¢iva, kultiva¢nim médiem a bunéénou suspenzi
v témze poméru. VSechny vzorky jsou nasledné inkubované po dobu 48 hod pii 37°C s 5% CO2
(Medenica and Powell, 1995).
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Po inkubaci jsou zkumavky centrifugované pti vysokych otackach po dobu 3 min. Supernatant
je odpipetovan a pelet je nasledné suspendovan. Do kazdého vzorku s léCivy a kontrolniho vzorku
s fluorescen¢nimi protilatkami je pridano interkalaéni barvivo - napiiklad propidiumjodid, DAPI,
DRAQ7, 7-AAD nebo TO-PRO-3. Tyto interkala¢ni barvy obarvi DNA téch bungk, u kterych doslo
k poruseni integrity membrany, to znamena u mrtvych bunék. Asi 10 min po pfidani barviva mohou
byt vSechny zkumavky proméfeny na prutokovém cytometru a nasledné je urena zivotnost bunck

ve vzorcich. (Davies, 2015).

Vzorky jsou zméfené pritokovym cytometrem. Nejprve je vygenerovany bodovy diagram
ze vzorku negativni kontroly, podle kterého jsou upravené kontrolni body tak, aby pozice hlavni
bunécné populace byla ve stfedu diagramu. Poté jsou pridavana data z kazdého vzorku obsahujiciho
1éc¢iva. Kazdy vzorek obsahujici 1éCiva je porovnadn s negativni kontrolou. Na analyzu procentudlni
zivotnosti bun€k v jednotlivych vzorcich se pouzije software pro analyzu pritokové cytometrie.

Nameétené hodnoty se nasledné sepisi do tabulky (Schinkothe, 2008).

Pokud je mrtvych bunék vice nez 75 %, 1ze butiky oznacit jako vysoce citlivé k danému Iéku.
Jestlize se pocet mrtvych bun¢k pohybuje ne¢kde mezi 75-30 %, povazujeme to za stfedni citlivost
nadorovych bunék k Iéku. Nizka citlivost se uvadi, pokud se procento mrtvych bun¢k pohybuje mezi
15-30 %. Pokud je mrtvych buné€k méné nez 15 %, mluvime jiz o rezistenci bun€k k danému Iéku

(Medenica and Powell, 1995).

Podle vysledki FCCA je volen v klinickych vyzkumech lé¢ebny rezim testovaného pacienta.
Je nutné pouzivat v in vitro testech takové koncentrace, které¢ jsou dosazitelné v davkach in vivo
v klinické praxi. U kazdého 1éku je uvedena hodnota C,,,, kterd uréuje maximalni koncentraci 1€ku
v plazmé. Je to Udaj o nejvyssi koncentraci, které mize byt pacient vystaven béhem 1é¢by a zaroven je
povazovana za nejvy$Si koncentraci 1éCiva, ktera milze byt pouzita béhem in vitro studii.
Terapeutického ucinku byva dosazeno i po podani niz$i koncentrace nez je C.... Pokud jsou pro
testovani pouzité vysSi koncentrace, zvySuje se pravdépodobnost ovlivnéni vysledkl testi
nezaddoucimi ucinky 1éku. Vysledky také miZze ovlivnit sniZzeni koncentrace dostupnych 1éka
zpasobené vazbou léCiva na proteiny. Léky se podavaji v koncentratnim rozmezi od 1,5 ng/ml -
Img/ml (Liston a Davis 2017). Obecné jsou vybirany ty léky, na které byla prokdzana nejvyssi
senzitivita bun€k. Obvykle se neuplatiiuje vice nez deset 1€k, z cehoz Ctyfi z nich byvaji modifikatory
bunécné odpovédi, z nichz jeden obvykle byva hormon. Po vybéru nejucinnéjsich 1€kt musi byt viak

upravena jejich davka tak, aby celkova toxicita rezimu nebyla pfili§ vysokd (Medenica a Powell 1995).
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6. Cytometrie

6.1. Staticka cytometrie

Staticka cytometrie vyhodnocuje vlastnosti buné¢k pomoci konfokalnich mikroskopti. Buiky
jsou tedy statické a nejsou unasené proudem tekutiny, jako je tomu u pritokové cytometrie. Mezi
statické cytometrické metody patii napiiklad mikroskopie spojend s pocitatovou analyzou obrazu,
laserova rastrovaci mikroskopie ¢i mikrodenzitometrie (Shapiro, 2005). Oproti pritokové cytometrii je

vsak u obrazové cytometrie moznost trojrozmérného zobrazeni dat. Mlze byt tedy pouzita k analyze

6.2. Priitokova cytometrie

V pritokové cytometrii protékaji bunky v suspenzi jednotlivych ¢&astic skrz pritokovy
cytometr, ktery zaznamenava vlastnosti bun¢k podle pfedem zvolenych charakteristik pomoci
mechanickych nebo elektrickych prostiedkti. Tato metoda nachéazi uplatnéni v onkologii, imunologii,
hematologii a farmakologii. Vyhodami pritokové cytometrie jsou jeji piesnost, rychlost, dobra
reprodukovatelnost vysledki a citlivost metody. Dale je to robustnost testu, neboli schopnost metody
zustat neovlivnéna malymi zménami, ¢i jeji velice silna statistika. Umoziiuje nam analyzovat velké
mnozstvi materialu za pomérné¢ kratkou dobu a v pfipadé potfeby je mozné si bunky roztiidit dle
vybranych vlastnosti. Velkou nevyhodou této metody naopak je nutnost separace bunék, coz vede
ke ztraté bunécéné integrity a jejich nékterych vlastnosti. Neddvné trendy v tomto oboru zahrnuji
jednobunéénou spektroskopii, jednobunéénou hmotnostni spektroskopii ¢i vyvoj bunéénych tiidi¢a

(Mattanovich and Borth, 2006; Shapiro, 2005; Strate and Longdin, 2017).

6.2.1. Pritokovy cytometr

V prutokovém cytometru je bunéfna suspenze unaSena proudem unaSeci tekutiny, ktera
vytvafi laminarni proudéni umoziujici bunkam prochazet jednotlivé pies meétici bod. V tomto bodé
se dostavaji bunky do kontaktu s paprskem monochromatického svétla. Svétlo je emitovano do vSech
smérl a pres optiku je nasmérovano na fadu filtrii a dichroickych zrcadel, kterd oddéluji jednotlivé
vlnové délky svétla. Svételn¢ signaly jsou detekované pomoci fotonasobici nebo fotodiod

a digitalizované pro pocitacovou analyzu (Brown and Wittwer, 2000).

Obr. 7.: Schéma priitokového cytometru (Langhansova, 2011)
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6.2.2. Princip metody

Do pritokového cytometru je vlozend suspenze vytvofena z heterogenni smeési bunék
obarvenych fluorescenénimi barvami. Tyto barvy se na bunky vazi, nebo interkaluji s riznymi
bunécnymi slozkami. Vzorek bunécné suspenze prochazi fluidnim systémem cytometru a nasledné je
vhanén do kyvety, kterou protékaji jednotlivé buniky postupné. Buiiky nésledn€ prochazeji svételnym
systémem, kde je nékolik dotazovacich bodi, ve kterych postupné prochazeji nékolika laserovymi

paprsky.

Kazdy parametr je detekovany jako délka a profil svételného pulzu v délce nékolika malo
mikrosekund. Fluorescenéné znacené bunky po prichodu svételnym zdrojem emituji fluorochromy.
Pii pouziti vice fluorochromil o stejné excitacni vinové délce a odliSnych emisnich vlnovych délkach
je mozné mefit soucasn¢ vice bunécnych vlastnosti. Jednotlivé parametry jsou zachycené pomoci
detektorti optického a elektronického systému, ktery je konvertuje na elektrické signaly. Tyto signaly
vyhodnocené detektorem jsou ukladany pocitacoveé fizenym systémem pro kazdou jednotlivou buiku
zvlast’ a korelovany s morfologii a fyziologii jednotlivych bunék, expresi gent ¢i fazi bunécného
cyklu, ve které se dana bunka nachazi. Rozptyl svétla v riiznych thlech rozlisuje rozdily ve velikosti
a vnitini slozitosti bunky, emitované svétlo identifikuje povrch a obsah cytoplazmy bunky. Podle
pfedem nastavenych parametrti jsou uréovany pocty bun€k v jednotlivych skupinach.(Brown and

Wittwer, 2000; Ibrahim and Engh, 2007; Mattanovich and Borth, 2006; Radcliff and Jaroszeski, 1998)

6.2.3. Analyza dat

Data ziskana pomoci prutokové cytometrie maji graficky a statisticky charakter. Nejéastéji
jsou pro vizualizaci dat pouzivané jednorozmérné histogramy nebo dvourozmérné bodové grafy.
Histogramy nabizeji velmi jednoduchy a piehledny zplsob interpretace dat, ze kterého lze vycist
pramér fluorescence, distribu¢ni statistiky ¢i procento pozitivné exprimujicich cCastic oproti
kontrolnimu vzorku. Navic je mozno histogramy navzdjem piekryvat, aby byly dobfe patrné

vvvvvv

na interpretaci, je ale mozné z nich vy¢ist vice informaci (Radcliff and Jaroszeski, 1998).

6.2.4. Hmotnostni cytometrie

Jedna se o analytickou metodu, ktera se vyuziva k ziskavani multiparametrickych dat
o jednotlivych buitkdch a ke stanoveni elementdrniho slozeni vzorku. Princip metody spociva
v ionizaci vzorku a nasledného métfeni hmotnosti vzniklych iontt. V této metodé se pouzivaji
protilatky znaCené ionizovanymi atomy kovi vzacnych zemin. Vyhodnocuji se stabilni izotopové
znacky pripojené k protilatkdm za pouziti chelatacnich ¢inidel. Analyza probihd pomoci hmotnostni
spektrometrie s priletovym analyzatorem. Naméfena data jsou prevedena do standardniho formatu
pritokové cytometrie a lze tedy vyuzit standardni analytické platformy. Tato metoda umoziiuje méfeni

50-135 parametrd na buiku, a to tim, Ze umoziuje soucasné pouziti vice stabilnich izotopti kovt
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a hmotnostni spektrometr méa vynikajici rozliSeni mezi jednotlivymi detekénimi kanaly. Pti pouziti
béznych fluorescenén¢ znacenych protilatek vznikd omezeni zpisobené prekryvem spekter
fluorescencnich znacek (Bandura et al., 2009; Ornatsky et al., 2010). Hmotnostni cytometrie také

umoznuje piimé sledovani vlivu cytotoxickych 1ékti (Behbehani et al., 2015).

7. ReSerSe vysledkii studii CSRA

7.1. ASCO- reSerse studii vydanych mezi lety 1966 a 2010

Podle studii publikovanych za poslednich 40 let a vysledki testti vice nez 15000 pacientl
s nadorovym onemocnénim je jednoznacné prokazatelné, ze pomoci CSRA testi Ize s 80-100%
uspésnosti predpoveédét resistenci viuci 1ékim. Citlivost nadoru na dany 1ék je mozné predpovédet
pouze s 50-80% uspéeSnosti. Bylo také dokazano, Ze rezistence nadoru vici 1éku nesouvisi s typem

nadoru (Volm and Efferth, 2015). I pfesto vSak CSRA testy nebyly zatazeny do bézné klinické praxe.

Americka spolecnost klinické onkologie provadela piezkoumani studii v letech 2004 a 2011.
Tyto reSerSe slouzily jako technologické hodnoceni CSRA s cilem definovat roli téchto testli v bézné
klinické praxi. ASCO spolupracovala s centrem vyhodnocovani technologii v BCBSA (,,Blue Cross
and Blue Shield Association), kde bylo jiz diive provedeno systematické prozkoumani tohoto tématu.
ASCO tedy vyuzila pfistupu k tomuto systematickému piehledu pro vyvoj technologického
hodnoceni. Byla vytvofena nezavisla kritéria vybéru studii, které¢ byly do posudku zafazené. Studie
musely srovnavat vysledky u pacientt, u nichz byla chemoterapie vybrana podle doporuc¢eni vydanych
na zakladé¢ literatury z klinickych studii, s pacienty, u kterych byla chemoterapie zvolena na zakladé
vysledkii CSRA. Dale studie musely obsahovat vysledky minimalné¢ 20 pacienti na skupinu.
Do resSerSe nebyly zahrnuté analyzy, které pouze porovnavaji vysledky CSRA testt s klinickymi

vysledky (Burstein et al., 2011; Schrag et al., 2004).

V roce 2004 bylo nezavisle pfezkoumano 1139 studii publikovanych mezi 1éty 1966 a 2004.
Pouze 17 abstraktt spliovalo vySe uvedena kritéria pro zafazeni do posudku. Po ptezkoumani uplného
obsahu téchto studii bylo vybrano 11 ¢lankd. DalSich 20 ¢lankt ziskala ASCO od firem prodavajicich
chemoterapeutika, avSak pouze 1 splnil kritéria pro zafazeni do posudku. ASCO tedy ptfezkoumalo
pouze 12 studii publikovanych v prab&hu 38 let. Tyto reSerSe zahrnovaly testy pomoci SRCA, HTCA,
CCS, DiSC, MTT, ATP a EDR (Schrag et al., 2004).

Dveé studie byly zaloZzeny na HTCA testech. V prvni studii reagovalo na lécbu pomoci CSRA
jen 25 % pacientl. Ze zbytku pacientti lécenych standardni 1écbou reagovalo na 1écbu pouze 14 %.
V mnoha ptipadech nemohly byt nadory zkoumané, protoze nebyly schopné rist na zivném médiu.
Ve druhé studii reagovalo na [é¢bu pomoci CSRA 28 % pacientl. Na standardni 1é¢bu pouhych 11 %.

U této studie je dale uvedeno, Ze nesrovnavala pfimo terapii ur¢enou CSRA se standardni terapii.
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Ve studii pomoci CCS reagovalo na 1écbu 21 % pacientt, kteti byli 1é€eni pomoci CSRA
testd. Na standardni 1écbu reagovala pouze 3 % pacientil. I pres velky rozdil vysledkti odpoveédi

na 1é¢bu zde nebyl zadny rozdil v preziti pacientd (Schrag et al., 2004).

Pomoci DiSC byly provedeny 4 vybrané studie. V prvni studii mélo odpovéd na 1écbu 25%
pacientli 1é¢enych pomoci CSRA. Jen 7 % z pacientd 1éCenych standardné¢ mélo odpovéd’ na 1écbu.
Ne vsichni pacienti, ktefi se UspéSn€ podrobili témto testim, dostali 1écbu podle jejich vysledki.
Ve druhé studii mélo reakci na 1écbu pomoci CSRA 36 % pacientd. Neni zde ale porovnani
k standardné 1éCené skupin€. Ve tieti studii reagovalo na lécbu pomoci CSRA 16 % pacientd.
Na standardni 1écbu reagovalo pouze 11 % pacientil. I v této studii byly problémy s rustem velkého
poétu nadorti na kulturach. Ctvrta studie uz ptinasela lepsi vysledky. Celych 100 % pacientii reagovalo
na standardni 1écbu i na 1é¢bu pomoci CSRA. Lepsi preziti méli vSak pacienti lé¢eni pomoci CSRA

(Schrag et al., 2004).

Ve studii CSRA pomoci MTT reagovalo na 1é€bu 77 % pacientil, na standardni 1écbu jen
39 %. Studie pomoci ATP testl udava GspéSnou lécbu pomoci CSRA v 64 % piipadli a pomoci
standardni lécby v 37 %. Podobné vysledky ma i test EDR, ten je uspé$ny pro CSRA v 56 % a pro
standardni 1é¢bu ve 28 %. Vice vyrovnané vysledky jsou ve studii pomoci SRCA. Uspé&ina 1é¢ba pro

CSRA byla zaznamenana v 62 % a pro standardni 1é¢bu v 59 % (Schrag et al., 2004).

V roce 2011byly shroméazdény nové publikace vydané mezi 1. prosincem 2003 a 31. kvétnem
2010, a dale byly pfidany dalsi studie, metaanalyzy a recenze. Celkem bylo vyhledano 12 611 ¢lankd,
z ¢ehoz pouze 21 ¢lankd spliiovalo pfedem stanovena kritéria (stejnd, jako v roce 2004) pro zahrnuti
¢lanku do prezkoumani, k cemuz bylo pfidano 5 ndhodnych kontrolnich studii. Po piezkoumani této

literatury splnovalo tyto kritéria pouze 5 studii (Burstein et al., 2011).

Vysledky studie provedené za pomoci ATP testu prokazaly uplnou odezvu u 40,5% pacientek
s recidivyjicim karcinomem vajecnikl, zatimco ve skupiné standardné 1éCenych pacientek dosahlo

uplné nebo ¢asteéné odezvy 31,5% (Cree et al., 2007).

Dalsi studie analyzuje vysledky 353 pacientd s rakovinou Zaludku. Pacienti 1é¢eni pomoci
MTT testd méli 47,5% miru preziti, u standardné 1é¢enych pacientti byla mira preziti 45,1 % (Wu et

al., n.d.).

Jina studie zase hodnoti vysledky 78 pacientti, kdy mira pieziti pacientti lécenych standardni
1écbou byla 71,8%, ze skupiny 1éCené s ohledem na EDR testy piezilo 84,5% pacientii (Joo et al.,
2009).

Do reSerSe byla zafazena i studie pomoci testu ChemoFX, avSak jeji vysledky nebyly

porovnané s jinymi vysledky chemoterapeutické odezvy ani s klinickym standardem.
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I ptes zna¢né rozdily v uspéSnosti 1é€by, podle ASCO ptezkoumdni literatury nevyhodnotilo
vysledky studii chemosenzitivity a rezistence jako dostateCné, na jejichz zakladé by se mé¢la CSRA

vyuzivat v onkologické praxi.

Spole¢nost ASCO vydala na zaklad¢ provedené reSerSe doporuceni pro vyuzivani CSRA,
ktera jsou nasledujici: ,,Vyuziti CSRA pro vybér vhodnych terapeutik jednotlivych pacienti
se nedoporu¢uje mimo klinické studie. Onkologové by meéli volit chemoterapeutickou 1é¢bu
na zakladé publikovanych klinickych studii, pacientova zdravotniho stavu a l1écebnych priorit. Vybér
chemoterapeutik na zaklad¢ vysledku testi neni na zaklad¢ soucasnych studii opodstatnény.” I nadale
vsak doporucuje pracovat na klinickych testech téchto technologii a shledava v CSRA potencialni

vyznam (Schrag et al., 2004; Burstein et al., 2011).

Ke stejnému zaveéru dospéla i NCCN (,,National Comprehensive Cancer Network®). Podle ni
také neexistuje dostateCny pocet ditkazi, které by vedly knahrazeni standardné¢ volené
chemoterapeutické 1écby CSRA testy. Podle NCCN by nemély byt testy provadéné s cilem volby
vhodného chemoterapeutického rezimu, a to z divodu nedostatecné prokazanych ucCinkti. Nicméng
uvadi, ze vnékterych clenskych statech se CSRA testy pouzivaji v ptripadech, kdy existuje vice
moznosti standardni formy terapie (NCCN 2018).

7.2. ReSerse studii mimo priitokovou cytometrii vydanych mezi lety 2010-2017

Bylo ptezkoumano 10 studii publikovanych mezi lety 2010 a 2017. Byly pouzity rizné typy
chemosenzitivnich testt, jako naptiklad ATP, HDRA, MTT, CTR, ChemoFX a CD-DST. Dv¢ tfetiny
téchto studii se zabyvaly 1é¢bou rakoviny vajecniki, zbytek se zabyval riznymi nadory, napt. nadory
mozku, nemalobunéénym karcinomem plic ¢ nadory hlavy a krku. Sest téchto studii bylo
provedenych retrospektivné, to znamend, Ze byly porovnany vysledky CSRA testti a ofekavanych
reakci na 1écbu s klinickou odpovédi. Ve zbylych tfech se jednalo budto o kombinaci standardni
a indukované 1é€by nebo o 1é¢bu zalozenou na CSRA testech. Hned ze zacatku je nutno podotknout,
ze vSechny tyto studie vypovidaji ve prospéch CSRA testli a vS§echny z nich potvrdily lepsi vysledky
lécby volené na zékladé téchto testl nebo pozitivni korelaci mezi vysledky testd a klinickym
pribéhem. Nékteré uvadéeji, ze by bylo uZzitecné vyuzivat in vitro CSRA testy pro personalizovanou

volbu chemoterapie.

V retrospektivnich studiich byla hodnocena korelace mezi in vitro testem chemosenzitivity
a klinickou citlivosti na léky. VétSinou byly vzorky nadorti testované na citlivost ¢i rezistenci
na vybrané léky a nasledné bylo porovnavano, jestli klinickd odpovéd na 1é¢bu byla srovnatelna

s o¢ekavanou odpovedi podle vysledki CSRA.

V prvni studii zroku 2010 bylo testovano 69 vzorkii ATP testem chemosenzitivity. Podle
vysledki byli pacienti roziazeni do tii skupin podle miry citlivosti na podanou 1é¢bu. Korelace mezi

vysledky zjisténymi ATP testem chemosenzitivity a klinickymi vysledky byla statisticky analyzovana
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Chi kvadrat testem. Citlivost ATP testd k pfedpoveédi klinické chemosenzitivity recidivujiciho
epitelialniho karcinomu vaje¢nikli byla 87,5 %. Pacienti oznaceni in vitro testy jako citlivi méli
vyznamn¢ del$i dobu pieziti, nez pacienti, kteti se podle in vitro testl jevili jako rezistentni (Zhao et

al., 2010).

O rok starsi studie vyuzila MTT testl pro testovani 71 vzorkli. VSechny pacientky byly 1é¢eny
pomoci standardni 16¢by. Cast&jsi vyskyt recidivy byl prokazan u pacientek, u kterych byla in vitro
zjisténa rezistence na jeden z podavanych 1€kt (61,5% u karboplatiny a 66 % paklitaxelu) (Sedlakova

etal., 2011).

Jina studie zase testovala 79 vzorkll nadord na 11 riznych chemoterapeutickych piipravki
anasledné analyzovala retrospektivné korelaci mezi chemosenzitivitou zjisténou in vitro pomoci
HDRA a klinickymi odezvami pacientek. Pacientky léené chemoterapeutikem, na které jim byla
zjisténa vysoka citlivost, mély o 9 mésict delsi primérnou dobu pieziti nez pacientky lécené podle

standardni 1écby lékem, na ktery jim vysla rezistence (Lee et al., 2012).

Ctvrta studie se zabyva predikci rezistence epitelialniho karcinomu vajeénikil na platinu
pomoci ChemoFX testu. Bylo testovano 276 pacientek v primérném veéku 61 let, které byly ve IIL
nebo IV. stadiu rakoviny vaje¢niki nebo vejcovodl. VSechny pacientky podstoupily chirurgickou
1é¢bu a poté byly 1écené pomoci 1é€ebného rezimu platina/paklitaxel. U 19,1 % pacientek byla zjisténa
rezistence na karboplatinu a u 21,7 % pacientek byla zjiSténa rezistence na paklitaxel. Pacientky,
rezistentni na karboplatinu mély median pfeziti bez progrese onemocnéni 11,8 mésict. Oproti tomu
pacientky s citlivym nebo stfedné citlivym nadorem mély median pfeziti bez progrese onemocnéni
16,6 mesice pii P < 0,001. Tento rozdil v pieziti bez progrese onemocnéni je zobrazen na nasledujici
Kaplan-Meierove kiivce. Citlivé a stfedné citlivé pacientky jsou oznacené zelené, rezistentni pacientky

jsou oznacené Cervené (Krivak et al., 2014).
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Obr. 8.: Kaplan-Meierova krivka preZiti bez progrese onemocnéni. (Krivak et al., 2014)
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Nadory vykazujici rezistenci na karboplatinu mély vyssi pravdépodobnost vzniku recidivy pfi
standardni 1écbe. Tyto nadory byly v 59 % citlivé nebo stiedné citlivé na minimalné jeden z péti
dalsich, bézné uzivany 1éka, které byly také testovany. To potvrzuje uziteCnost testu pro vybeér
vhodného chemoterapeutika mimo standardni rezim. Pfi testovani pouze 7 % pacientek bylo
rezistentnich na vSech 7 testovanych 1éka (karbopltina, cisplatina, gemcitabin, doxorubicin, paklitaxel,
docetaxel, topotekan). Z 93 % pacientll nevykazujicich Uplnou rezistenci na vSechny testované 1éky
bylo 35 % stfedné citlivych na nejméné jeden 1€k a 58 % bylo citlivych na alespoii jeden 1€k. Jen 5 %
pacientek bylo citlivych na vSechny latky. Citlivost k obéma podavanym Iékiim vykazovalo 75,5 %
pacientek. Naopak rezistenci k obéma podanym Iékiim vykazovalo rezistenci 15,9 % pacientek.
Zbytek pacientek byl rezistentni alesponi k jednomu podanému 1éku (5,9 % na karboplatinu a 2,7 %
na paklitaxel) (Krivak et al., 2014).

Nejnovejsi studie zroku 2017 wvyuzivaji testi CTR (,,chemotherapy resistance test)
a ChemoFX. V prvni z nich byl proveden test pro specifickd chemoterapeutika na 52 pacientkach
trpicich rakovinou vajecnikll. Presna predikce citlivosti byla provedena v 79 % pfipadd, zatimco

pfesna predikce rezistence byla provedena ve 100 % ptipada (Kischkel et al., 2017).

Dalsi ze studii testovala 11 karcinomi hlavy a krku pomoci ChemoFX testu. Tii pacienti
vykazovali dobrou odpovéd’ na 1écbu a Sesti pacientiim selhala chemoterapeuticka 1écba béhem Sesti

mesicii. Témto Sesti pacientim vySel CSRA test na podané 1éky jako rezistentni (Jamal et al., 2017).

V roce 2013 se Rutherford a jeho vyzkumna skupina snaZili nezaujaté zhodnotit pouziti CSRA
testd pro efektivni vybér 1é¢by. Bylo odebrano 262 vzorkid nadorti vaje¢nikd. Pacientky byly 1é¢ené
pomoci standardni 1éCby zvolené onkologem, ktery nemél piistup k CSRA testim. Po prokazani
progrese onemocnéni teprve mohl 1ékai nahlédnout do vysledki CSRA testl, coz se stalo u 32 %
pacientek. Z 208 vzorki bylo 48 % nadord bud'to stifedné citlivy nebo rezistentni na v§ech 7 1ékt. Jen

10 % nadort bylo citlivé na vSechny 1éky (Rutherford et al., 2013).

Nasledujici grafy zobrazuji rozdil v pieziti bez progrese onemocnéni a v celkové dobé pieziti
u pacientek léCenych Iéky, na které byly podle CSRA citlivé (zelena kiivka), oproti pacientkam

lécenym léky, na které byly podle CSRA stiedné citlivé nebo rezistentni (Cervena kiivka).
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Obr. 9.: Doba pieziti pacienti bez progrese onemocnéni. (Rutherford et al., 2013)
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Obr. 10.: Celkova doba pieziti pacienti. (Rutherford et al., 2013)

V nasledujicich tfech studiich byly CSRA testy pouzity pro volbu vhodné chemoterapie.
Nejstarsi studie se zabyva volbou chemoterapeutické 1écby malignich gliomd pomoci HDR testd.
Vsem 33 pacientim byla vybrana nejcitlivéjsi chemoterapeutickd 1é¢ba z pfedem vybranych
testovanych chemoterapeutik podle vysledki CSRA test. Ttinact z tiiceti tii pacienti podstoupilo
uplnou resekci nddoru. Z toho u dvandcti pacientl se neprojevily zadné znamky nemoci a u jednoho
pacienta byla odhalena progrese nemoci. Mira odpoveédi u zbylych dvaceti pacientli, kteti meéli
zbytkové nadory, byla 55 %. Tti z nich vykazovali kompletni odpovéd’ a osm odpovéd césteCnou.
HDRA v aplikované 1é€bé prokdzala 100% citlivost pii zafazeni vice nez jednoho citlivého 1éku

(Gwak et al., 2011).

Dalsi z nich si vzala za cil urcit uc¢innost ATP testu pti volbé chemoterapie pro 113 pacientek
s recidivyjicim epitelialnim karcinomem ovarii. Z toho 56 pacientek bylo 1é¢eno podle vysledku
CSRA testti a 57 jich bylo léCeno standardné. V prvni skuping fizené CSRA se vyskytla celkova
odpoveéd’ ve 37 pripadech z 56, coz odpovida 66%. U druhé skupiny se vyskytla celkova odpoveéd
pouze ve 26 piipadech z 57, coz odpovida 46 % (Gao et al., 2013).

Nejnovéjsi z téchto tii studii se vénovala vliva CD-DST testd urcujicich adjuvantni
chemoterapii pacientti s nemalobunéénym karcinomem plic po Uplné resekci nadoru. Do studie bylo
zafazeno 39 pacientt, jejichZ vzorky byly podrobeny tomuto testu. Cast pacientt (n = 25) byla citliva
na testované 1éky a byli 1éCeni jednim nebo dvéma chemoterapeutiky, kterd byla indikovana pomoci
CD-DST jako a¢inna. Zbytek pacientd, kteti podle vysledkli CSRA nebyli citlivi k testovanym 1éktim,
byli 1éCeni jinymi chemoterapeutiky, ktera nebyla testovand pomoci CSRA. Z prvni skupiny pacientl
nemeélo 32,3 % recidivu béhem nasledujicich péti let. Z druhé skupiny bylo bez recidivy po péti letech

pouze 14,3 % pacientti (Akazawa et al., 2017).
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7.3. ReSerse studii pomoci pritokové cytometrie vydanych mezi lety 2010-2017

Prutokova cytometrie se ukazala jako vhodna metoda pro CSRA . Multiparametricka
pratokova cytometrie je dostateCné citliva, specifickd a mize spolehlivé detekovat nadorové buiky
ina submikroskopické trovni (Buccisano et al., 2012). Presto je vyuziti pro CSRA testy velmi

ojediné€lé a mnozstvi studii a dostupné literatury je znacné omezené.

Yokosuka a jeho vyzkumna skupina oznacili tuto metodu jako prospé€Snou, protoze dokaze
vylouc¢it neucinné léky pro jednotlivé pacienty trpici leukémii. Metoda pomoci prutokové cytometrie
je pro leukemické vzorky spolehlivéjsi, nez napt. MTT, kterd nedokaze rozlisit nadorové builky
od zdravych, a také neni vhodna v ptipade, kdy je v kostni dfeni nebo krvi nizky pocet nadorovych

bunék (Yokosuka et al., 2013).

Tato studie se zabyvala urCenim apoptotického signalu bunék po podani 9 riznych
chemoterapeutik pomoci detekce zmény transmembranového potencialu mitochondrii, ke které
dochazi pii apoptoze. Poté porovnavala vysledky téchto testli pro prednisolon s klinickou odpovédi
18 pacientd trpicich akutni lymfoblastickou leukémii, aby vyhodnotila spolehlivost FCCA. VSichni
pacienti byli 1éCeni prednisolonem, ktery je podle studii nejucinngj$im chemoterapeutikem pro tento
typ leukémie. Vysledky téchto testd vykazovaly signifikantni korelaci s klinickou odpovédi
(» =0,005). Pritokova cytometrie byla oznacena za spolehlivou metodu pro urceni klinické odpovedi
na chemoterapeutika. 1 tato studie tedy potvrdila spolehlivost této relativné jednoduché a levné
metody a stejné jako mnohé dalsi studie zminuje moznost jeji dalsi aplikace do klinické praxe

(Yokosuka et al., 2013).

Stejny ndzor ma polska vyzkumnd skupina, ktera vydala vroce 2015 studii, ve které
porovnava citlivost viic¢i lékim in vitro s klinickou odpovédi u pacientti trpicich chronickou
lymfocytarni leukémii. Tato skupina dosla ke stejnému nazoru, jako skupina predchozi. I jejich studie
potvrdila, Ze tyto testy mohou byt uzitecné pro urcovani individualni 1éCby pacienta (Rogalinska et al.,

2015).

Tato skupina hodnotila in vifro odpovéd’ na zakladé péti faktorh: Zivotnost bun€k, mira
apoptozy, diferencialni skenovaci kalorimetrie Jednd se o relativné rychlou metodu zkoumajici
termalni profil buniky. Poskytuje udaje o fyzikalnich a energetickych vlastnostech bunéénych struktur.
Dale byl pouzity Western blotting (identifikace proteinii pomoci barveni protildtkami). Zmény
termalnich profild bun¢k se shodovaly s hromadénim apoptotickych bun¢k a s poklesem
zivotaschopnych bunék. Naopak zadné vyznamné zmény nebyly pozorované, pokud byla bunka k 1éku

rezistentni.

Studie se zucastnilo 28 pacienti, ktefi byli 1é¢eni kombinaci analogi purinu (kladribin
a fludarabin) s mafosfamidem. Pocet zivotnych a apoptotickych bunék byl uréeny pomoci prutokové

cytometrie. Bez odpovédi na 1é&bu bylo 5 pacientil. Ctyfem z nich to piedpovédély vysledky CSRA
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testd, paty pacient mél podle CSRA stiedni odpoveéd’ na Iéky. Jen u 3 pacientl s asteCnou odpoveédi
se shodovaly vysledky in vitro a in vivo. U 6 pacientll vysla v CSRA ¢astecna citlivost, pfitom se
jejich nadory chovaly jako uplné citlivé k 1é¢bé. Opacné tomu tak bylo také u 6pacientd. Kompletni
odpoveéd’ byla prokdzana in vivo i in vitro u 8 pacientil. Jako statisticka analyza byl pouzit Fishertv
exaktni test. Byla prokdzana vyznamna korelace mezi in vitro testy a klinickou odpovédi pacientt
(»=0,017). Z vysledkt bylo patrné, ze kazdy pacient ma rozdilnou citlivost a reakci na podany lék.
Ani jeden vysledek testovaného pacienta nebyl shodny s kterymkoliv jinym. Proto by tyto testy mély

byt pouzité pro personalizovanou medicinu (Rogalinska et al., 2015).

Predikce téchto testli by se podle jedné nedavné studie dala vylepsit testovanim nadorové
tkané¢ ve 3D strukturach. Jak jiz bylo popsano a vysvétleno, disociaci ztraceji bunky kontakt
s okolnimi buiikami a mohou se tak ménit jejich reakce i chovani. Proto byla vyvinutd metoda,
kdy jsou vyhody pritokové cytometrie spojeny s mikrofluidikou, diky které lze 1épe napodobit
fyziologickou podstatu tkdn€é, a tim =zlepSit prognostickou kapacitu testu. Testovani nadort
je provadéno na lidskych bunikach hepatocelularniho karcinomu, které jsou vyuzité k vytvoreni
nadorovych sféroidd. Ty jsou kultivované a inkubované s léky uvniti mikrofluidniho pfistroje. Diky
kultivaci bunék v 3D kultuie by mélo byt mozné 1épe predpovédét reakei 1éku in vivo (Patra et al.,
2016).

Stéroidy jsou nejprve kultivovany s léky po dobu 48 hodin. Aby mohla byt prokdzana
funk¢nost téchto testil, byly nadory kultivované se tfemi druhy odlisné pasobicich 1€kt: cisplatinou,
resveratrolem a tirapazaminem ve 2D i 3D kulturach. Po 3denni kultivaci prezilo zhruba 93 % bungk,
kterym nebyly podané zadné léky. Sféroidy o priméru 130 um se bez podani 1é¢iv mirné zvétsily,
ccao 6 um vprumeru. Sféroidy oSetfené tirapazaminem vyrostly v priméru o 1 pum. Sféroidy
o priméru 212 um se zvétSovaly uz razantnéji, o 6 pum, ale nebyly tak kompaktni jako kontrolni
vzorky. Tato velikost uz je hrani¢ni pro testovani reakce na 1éky a neni spolehliva pro hodnoceni
ucinnosti 1éku.

Nejprve se testy provadéji na 2D kulturach pro srovnani. Sféroidy jsou testovany
koncentracemi 1€kt vy$§imi nez IC50, jelikoz sféroidy obecné vykazuji vyssi rezistenci. Poté jsou
sféroidy jednoduse vyjmuté z pfistroje a disociované na jednobunécnou suspenzi, aby mohly byt

otestované pratokovou cytometrii (Patra et al., 2016).

Vzorky v 2D kulturach vykazovaly 32,5 % apoptotickych bun¢k u cisplatiny, 54,4 %
u resveratrolu a 47,4 % u tirapazaminu. U 3D kultur vice bun¢k zlistava v ¢asném apoptotickém stadiu
a méné bunck je mrtvych. Resveratrol a tirapazamin maji niz§i ucinnost na 3D sféroidy. Zhruba
polovina bunék (49,1 % a 85,3 %) zistava zdrava po 48-hodinové inkubaci, coz vypovida o vyssi mife

rezistence vétSich nadorovych sféroidt na 1éky.
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Tyto testy maji velky potencial pro zlepSeni predikce CSRA testl, avSak vysledky analyzy
pratokové cytometrie ukazuji velké rozdily v poctu apoptotickych a nekrotickych bunék mezi 2D a 3D

kulturami. Nicméné potvrzuji funkcnost prutokové cytometrie v bunécné analyze (Patra et al., 2016).

Nasledujici obrazek zobrazuje porovnani Gcinnosti testovanych 1€kt pro jednotlivé 2D (levy
sloupec) a 3D kultury v riiznych velikostech (prostiedni a pravy sloupec). Diagramy jsou rozdéleny
do kvartili, kdy Q1 zobrazuje nekrotické bunky, Q2 mrtvé/pozdné apoptotické buiky, Q3 casné
apoptotické bunky a Q4 zivé bunky.

3D Tumor Spheroid
200%200 pm?

2D Petri-Dish

300%300 pm?

diLate a2
tic Cells 318

107

+Q3: Early 3
Apoptotic Cells

Cisplatin

1
10

a2
281

Q1: Necrotic Cell

0

Resveratrol

X-axis: Green Fluorescence (APC Annexin-V); Y-axis: Red Fluorescence (7-AAD)

Obr. 11.: Porovnini bodovych diagramu priitokové cytometrie pro sféroidy a 2D
kultury.(Patra et al., 2016)
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8. Zavér

Podle Organizace ASCO a NCCN nebyly zjisténé zadné presvédcivé dikazy o tom, Ze by se CSRA
mély zaradit do bézné onkologické praxe. ASCO ale zaroven ve svych reserSich uvadi, ze je dilezité
pracovat na jejich vyzkumu z divodu rostouciho poctu moznych léki a jejich kombinaci. Udava,
ze CSRA testy jsou vyhodné pro pacienty s onemocnénim v pokroc€ilém stadiu s kratkym medianem
preziti, kdy pacienti nejsou schopni pfijmout vice nez jednu kombinaci chemoterapeutik, a proto je
dilezity spravny vybér 1éki, které s nejvyssi pravdépodobnosti vyvolaji spravnou odpovéd. Timto

tvrzenim tedy potvrzuje uzitecnost téchto testd.

Negativni vysledky metaanalyzy reSer$i této organizace jsou zpusobeny predevs§im
nedostatkem literatury. Studie, které jsou dostupné, a které byly prezkoumané, disponuji vétSinou
malym mnozstvim vzorkil a jsou tedy statisticky malo vypovidajici. Pocet vzorkd je dale snizovan
problémy s kultivaci tkané. DalSim problémem je, Ze nelze porovnat, jak velky rozdil by byl
ve vysledcich 1é¢by pfi nasazeni standardni chemoterapie nebo pii nasazeni 1éCby podle CSRA. Proto
je komplikované urcit, kdy byl test uspésny. Nasledné se zminuje o problému liSicich se vysledka
testd s ohledem na misto odb&ru vzorku ¢i biopsie, ¢i o Case, ktery by musel pacient ¢ekat na vysledky
anemohl by zacit s1écbou. Nekteré tyto problémy lze vyiesit volbou pratokové cytometrie jako
metody testu. Ta je vhodna pro praci s heterogennim materialem, protoze testuje kazdou bunku zvlast’
a ma velice silnou statistiku. Dale je nizkondkladova a rychld. Vysledky testi lze ziskat

uz za 48 hodin, coZ znamena, Ze je lékatfi mohou znat jesté pred zahajenim 1éCby.

Dal8im argumentem, ktery nepodporuje zavedeni CSRA do bézné klinické praxe je otazka, jak
casto zméni vysledek CSRA testi volbu chemoterapie? Tento typ informace neni dostupny
v publikované literatufe a ani neni jednoduché ho ziskat. Je pravda, ze vysledky CSRA testl se Casto
shoduji s doporucenou standardni 1écbou. Vzhledem k tomu, Ze je standardni 1écba ta statisticky
potvrzuji i ¢isla publikované ve vySe zminénych reserSich. V jediné studii nebyl zaznamenany rozdil
mezi CSRA testy indukovanou a standardni 1é¢bou (odpoveéd’ na 1éky byla vzdy 100%). V ostatnich
studiich byla prokazana vétsi ispésnost CSRA indukované terapie o 3-38 %, coz odpovida statistické

mensing, na kterou neptisobi standardni 1é¢ba.

Vsechny zminéné studie potvrzuji piinosnost CSRA testl a ve vSech byla prokazana
statisticky vyznamna korelace s klinickymi vysledky. Problémem zamezujicim zavedeni CSRA testt
do klinické bézné praxe neni neuziteCnost téchto testli, ale nedostatecné mnozstvi kvalitné
provedenych a standardizovanych studii, které by potvrdily jejich ptinos pro zlepSeni vysledkt 1é¢by

pacientti s nddorovym onemocnénim.
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