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1.UVOD

S rostouci kvalitou Zivota se prodluzuje jeho délka a s tim souvisi také vysoky
vyskyt naddorovych onemocnéni nehereditarniho ptivodu. Soucasnd epidemiologicka
situace v Ceské republice vykazuje setrvale rostouci vyskyt vétsiny nadorovych
onemocnéni s dlouhodob¢ stabilizovanou mortalitou. Dusledkem toho je prudce
rostouci prevalence nadorovych onemocnéni. Navic starnuti ¢eské populace navysSuje
pocet novotvar hlavné ve vékové kategorii nad 70 let. Tato fakta predstavuji zavazny
medicinsky a spoleCensky problém. Nejdilezitéjsim piedpokladem uspésné 1écby
nadorovych onemocnéni obecné je jejich vCasna diagnoza a nasledna efektivni 1écba.
U celé fady diagnéz jsou vSak nddorovd onemocnéni zachycena az v pokrocilych
klinickych stadiich, kdy uz terapie casto nebyva dostate¢né ucinna a vysledkem je
vysoka mortalita v disledku téchto onemocnéni. K feseni problému by mohly pomoci

efektivni screeningové programy, které vSak v prevenci nékterych nadorovych

onemocnéni zcela chybi. Stejné je tomu i v pfipad¢ ovarialniho karcinomu.

Ovarialni karcinom jako nejcastéj§i pficina Umrti mezi gynekologickymi
malignitami Vv populaci Ceskych zen piedstavuje vyznamny medicinsky problém.
Incidence tohoto onemocnéni neni zanedbatelna. Velky problém piedstavuje pozdni
diagnoza, kdy jsou onemocnéni velmi ¢asto odhalena az v pozdnich klinickych stadiich
v dusledku chybéjiciho funkéniho screeningu a s tim pak souvisi i vysokd mortalita.
Obdobna situace je také ve vyspélych zemich Evropy a svéta. Limitujicim faktorem
onemocnéni je jeho vysoka heterogenita, Casto se rozvijejici rezistence na podavanou

cytostatickou 1é¢bu a nedostatecna individualizace 1écby.

V piedkladané praci sledujeme efektivitu vybranych cytostatik na souboru
klinickych vzorkt ovarialnich karcinomu a dale pak hodnotime ucinek téchto cytostatik
na modelovém systému, stabilizované bunécné linii, v podminkach in vitro. Tento
pfistup ma vyznam také pii hledani molekularnich mechanismi vzniku nadorovych

onemocnéni a pii vyvoji novych 1éCiv.



2.SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Ovarialni karcinom

2.1 Epidemiologie ovarialniho karcinomu

Ovarialni karcinom je patou nejcastéj$i malignitou v populaci Ceskych zen
a zaujima prvni misto v pfi¢inach umrti mezi gynekologickymi malignitami. Kazdy rok
je v Ceské republice diagnostikovano kolem 1200 novych piipadii tohoto onemocnéni
a asi 700 zen na ng&j zemie (Cibula 2009). Nejaktualngjsi data uvadi incidenci 20,64
a mortalitu 12,58 na 100 000 Zen pro rok 2010 (data pievzata z webového portalu
Www.svod.cz spolupracujicim s Narodnim onkologickym registrem CR). Vseobecné
zivotni riziko vzniku ovaridlniho nddoru se pohybuje okolo 1,4 %, tj. 1 ze 70 Zen.
Funk¢ni organizovany screening ovaridlniho karcinomu, ktery by mél dostatecnou
senzitivitu, specificitu a pozitivni prediktivni hodnotu, zatim chybi.

Ovarialni karcinom se oznacuje jako ,tichy zabijak*, protoze jeho symptomy se
vétSinou nerozviji diive neZ v pokrocilych stadiich onemocnéni, kdy je Sance na
vyléceni nizka. Obecné lze fici, ze ¢im diive je onemocnéni zachyceno, tim je jeho
prognoza lepsi. Lécba a preziti tak zavisi na stddiu onemocnéni v dobé diagnozy.
Bohuzel, vice nez 75 % pacientek s ovarialnim karcinomem je diagnostikovano az
v pokrocilych stadiich (stadium Il a IV podle FIGO). V téchto pozdnich stadiich je
pétileté preziti 20-30 %. Naopak v ¢asnych stadiich I a II je pétileté preziti 90-95 %
(Tab. 2-1) (Modugno 2003; Urban 2003).

Ovarialni karcinom se vyskytuje ve vSech vékovych skupinach v zavislosti na
histologickém typu nadoru. U epitelidlniho ovaridlniho karcinomu (EOC) je primérny
vék v dobé diagndézy 57 let, u nadori neepitelidlnich asi 33 let. Incidence tohoto
onemocnéni roste s vékem (Karlikova 2012).

Ovaridlni tumory lze rozliSit na benigni, maligni ¢i hrani¢ni (borderline). Jasné
ovarialni prekancerdzy nejsou definované. Ovarialni karcinomy jsou povaZované za

nadory chemosenzitivni ale ne chemokurabilni.


http://www.svod.cz/

Tab. 2-1 Souhrn klasifikaci TNM a FIGO u ovaridlniho karcinomu, pfevzato

z http://lwww.onkogyn.cz/lekari/karcinom-ovaria

5 let
TNM FIGO | preziva
(%)
T1a Postizeni jednoho ovaria, pouzdro intaktni, bez nddoru na A
povrchu ovaria, negativita ascitu nebo lavaze
T1b |Postizeni obou ovarii, dale jako Tla IB 75-30
Tic Jedno nebo ob¢ ovaria + ruptura pouzdra/nador na povrchu/ "
pozitivita ascitu nebo lavaze
T2a |Sifeni na délohu/tubu/negativita ascitu nebo lavaze HA
T2b |[Siteni na jiné panevni tkand/negativita ascitu nebo lavaze 1B 55-65
T2c |Sifeni na d&lohu/tubu/v panvi/pozitivita ascitu nebo lavaze [
T3a |Mikroskopické peritonedlni metastdzy mimo panev A
T3b |Makroskopické metastazy mimo panev < 2 cm s | 15-55*
T3c |Makroskopické metastazy mimo panev > 2 cm Ic
T4 |Vzdélené metastazy v 5-10
Postizeni panevnich a/nebo paraaortalnich lymfatickych
Nt uzlin e 15 — 55*
M1 |Vzdéalené metastazy v 5-10

* V téchto ptipadech procento preziti zavisi na velikosti pooperacniho rezidua: ¢im je

velikost pooperacniho rezidua vétsi, tim je u pacientky Sance na pieziti mensi.

Pétileté preziti u stadia | je 75-80 %, u stadia 11 55-65 %, u stadia 111 15-55 % (zavisi na

velikosti pooperacniho rezidua) a stadia IV 5-10 %. Pétileté preziti v ptipad€ panevni

recidivy se pohybuje mezi 14-34.



http://www.onkogyn.cz/lekari/karcinom-ovaria

2.2 Patogeneze ovarialniho karcinomu

Patogeneze ovaridlniho karcinomu neni jednoznacné objasnéna. Celych 90 %
ovarialnich karcinomu ptedstavuje sporadickd forma onemocnéni, 5-10 % pak ptipada
na formu hereditdrni. Mezi dédi¢nou a sporadickou formou ovarialniho karcinomu
existuji molekularni rozdily. Sporadicka forma se vyskytuje nejCastéji ve vekoveé
skupiné 50-79 let a vétSina postizenych zen ma negativni rodinnou anamnézu. Mezi
znamé faktory ovliviiujici vyskyt sporadického ovaridlniho karcinomu patii nuliparita,
Casna menarche, v&k, sterilita, uzivani hormonalni substituéni terapie nebo

endometrioza (Karlikova 2012).

Hereditarni karcinomy ovaria jsou duasledkem t#i hlavnich hereditarnich
syndromu. Jsou to hereditarni karcinom prsu a ovaria s mutaci tumor-supresorovych
geni BRCA1 a BRCA2 (Granstrom 2008; Gayther 2010), site-specific syndrom
karcinomu ovaria a Lynchiv syndrom (nepolypézni kolorektalni karcinom) (Cook
2002; Boyd 2003; Karlikova 2012). Prvni dvé formy jsou spojené s mutaci v BRCAI
a BRCA2 genech. Nejméné¢ 90 % ptipadi hereditarnich ovaridlnich karcinomi je
podminéno vrozenou mutaci tumor-supresorovych gentt BRCAL1 a BRCA2, z toho 60 %
pfipada na mutace BRCA1 a 30 % na mutace BRCA2 (Karlan 2003). Tteti forma,
Lynchtiv syndrom, je spojena s vrozenou mutaci v mismatch repair genech MSH2 nebo
MLH1 (Boyd 2003). Celozivotni riziko vzniku karcinomu ovarii se pohybuje u nosicek
téchto mutaci mezi 2040 % a je piiblizné 10-20krat vyssi nez v béZné populaci Zen.

vvvvvv

a diagnostikovana byva v pozdéjsich stadiich onemocnéni.



2.3 Histologicka Kklasifikace ovarialniho karcinomu

Z histologického pohledu jsou ovarialni malignity velice heterogenni skupinou.
Radi se sem nadory z povrchového epitelu a stromatu (karcinomy a borderline nadory),
které tvoti 80-90 % vSech ovarialnich nddort, nasleduji nadory z mezodermu gonad
(gonadostromalni nadory), nadory ze zarodecnych bunék, ostatni a sekundarni nadory
ovarii, které metastazuji (Karlikova 2012). Nadory z povrchového epitelu, tj. epitelialni
ovarialni karcinomy (EOC), jsou nejcastéjsi, tvofi vice nez 85 % vSech
diagnostikovanych nadord ovaria (Agarwal 2003). Podle Mezinarodni federace
gynekologie a porodnictvi (FIGO) se charakterizuji epitelialni ovarialni karcinomy do
stadii I-1V a podskupin A-C (Tab. 2-1), dale podle histologie a stupné diferenciace
(dobfe, stfedné¢ a malo diferencované). Histologické typy epitelidlnich ovaridlnich
karcinomi zahrnuji nadory serézni, mucindzni, nadory z jasnych bunék (clear cell),

endometrioidni, nediferencované a adenokarcinomy (Heintz 2003).

V nasi praci jsme hodnotili pouze vzorky epitelidlnich ovaridlnich nadort

a v dal$im textu jsme pro lepsi ptehlednost pouZzivali jeden termin ,,ovarialni karcinom®.

Na zéklad¢ vyvoje a chovani se daji epitelidlni ovaridlni karcinomy obecné
rozdélit na dva typy. Typ I charakterizuji dobfe identifikované prekurzory, jejich
progrese probihd prfes benigni cystu, hrani¢ni (borderline) nador az k nadoru
invazivnimu. Tento typ se omezuje na vajecniky a chova se jako tzv. ,,pomaly* nador,
pro ktery je charakteristicky pomaly neinvazivni riist. Geneticky jsou tyto nadory
pomérné stabilni. K typu I se fadi ser6zni a endometroidni karcinomy nizkého stupné
diferenciace (low-grade), clear-cell a mucindzni karcinomy a maligni Brennertiv tumor.

Nadory typu II byvaji zachyceny v pokrocilych stadiich, jsou agresivni a je pro
né typicka pfitomnost mutace genu TP53. Geneticky jsou velmi nestabilni. Do této
skupiny patii serézni karcinom vysokého stupné diferenciace (high-grade),
karcinosarkom a nediferencovany karcinom. Serozni karcinom vysokého stupné
diferenciace (high-grade) tvoii az 75 % epitelialnich ovarialnich karcinomt a je

pficinou témet 90 % umrti na ovarialni karcinom.



Ovarialni karcinom se $ifi pfimym piertstanim do okolnich organd, jako je
mocovy méchyt, rektum, déloha a dalsi organy, také cestou lymfatického systému do
uzlin a v posledni fad¢ exfoliaci a diseminaci nadorovych bun¢k v peritonealni dutiné

(Karlikova 2012).



2.4 Molekularni mechanismy vzniku ovarialniho karcinomu

Pfi¢inou vzniku ovaridlniho karcinomu jsou mutace dvou skupin kli¢ovych
genti, tumor-supresorovych genti a protoonkogent. Mutace tumor-supresorového genu
kédujiciho protein p53 je u ovaridlniho karcinomu pfitomna piiblizné¢ ve 30 %, jina
studie uvadi vice nez v 50 % nadort (Hirsh-Yechezkel 2003; Karlan 2003). Nadmérna
exprese proteinu p53 byla pozorovana u 50 % ovarialnich nadorti a abnormality p53
byvaji pfitomny i v inkluznich cystich piilehlych k invazivnimu nadoru (Hirsh-
Yechezkel 2003; Karlan 2003). Zda se, Ze mutace p53 se objevuje pozd&ji v prubéhu
progrese nadoru a je mnohem castéjsi u pozdnich stadii ovarialniho karcinomu (Karlan
2003; Ozols 2003). Geneticka zména, ktera inaktivuje gen TP53 nebo snizuje expresi
pro-apoptotickych molekul z rodiny BCL2 gend, podporuje vznik nadoru tim, ze
znemozinuje odstranéni geneticky poskozenych bunék cestou programované bunééné

smrti (Karlan 2003).

K dal$im tumor-supresorovym genuim, které se zdaji byt inaktivované
u ovarialnich nadord, patfi geny PTEN, pl6, Dab2 a LOT1 (Hirsh-Yechezkel 2003;
Karlan 2003; Ozols 2003). A jako onkogeny ucastnici se patogeneze ovarialniho
karcinomu a zdroveil mozné dulezit¢ cile budouci molekularni terapie byly
identifikovany geny RAS, AKT2, C-MYC, HER2/Neu(erb2), PIK3CA a synuklein
(Hirsh-Yechezkel 2003; Ozols 2003).

Profil genetickych zmén se 1isi podle histologického typu nadoru. Gen TP53 je
Casto mutovany v ser6znich nadorech, zatimco mutace genu K-RAS se vyskytuje
predevsim
v mucindznich nadorech. Tato pozorovani podporuji hypotézu, ze ackoli odlisné typy
epitelidlnich ovaridlnich nadortt maji podle vSeho ptivod ve stejném bunécném typu,
histopatologicky, geneticky a biologicky reprezentuji odlisné nemoci (Hirsh-Yechezkel
2003; Ozols 2003).
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2.5 Lécba ovarialniho karcinomu

Primarni terapie ovarialniho karcinomu zahrnuje chirurgicky zakrok a naslednou
chemoterapii. Vyjime¢né se aplikuje i1 radioterapie (Chobanian 2008). Velikost
poopera¢niho rezidua ovliviiuje dobu pieziti pacientek. Cim je nadorové reziduum vatsi,
tim je také vysSi riziko recidivy onemocnéni a zkraceni doby preziti pacientky.
Neoadjuvantni chemoterapie se podava pied chirurgickym zékrokem za ucelem
zmenseni nadoru a zlepSeni jeho operability. Adjuvantni chemoterapie se podava po
chirurgickém vykonu k 1écbé rezidudlni nemoci, kurativni k 1é¢bé mikroskopické
nemoci bez rezidua a paliativni 1é¢ba se uziva k redukci velikosti nadoru a zmirnéni

potizi pacientky.

V 60. letech minulého stoleti se k Ilécbé karcinomu ovaria pouzival
cyklofosfamid v monoterapii s celkovou lé¢ebnou odpovédi mezi 30-40 %. Zlomové
bylo zavedeni platinovych preparatd do chemoterapie ovarialniho karcinomu v 70.
letech minulého stoleti. To vedlo k vyznamnému zlepSeni progndzy pacientek s touto
diagnozou. V 90. letech byl do 1é¢ebnych schémat zafazeny k platinovym derivatim
paklitaxel. Kombinace paklitaxelu a karboplatiny aplikovana v 21 dennich intervalech
v Sesti sériich je v soucasné dob¢ standardem pro zahajeni chemoterapie u tohoto
onemocnéni (Markman 2008). Na chemoterapii v prvni linii odpovida az 75 %
pacientek, pétileté pieziti je ale u pokro¢ilého ovarialniho karcinomu jen 20-25 %
(Tala¢ 2000; Bolis 2004). U 60 % pacientek dochazi do dvou let k recidivé onemocnéni
1 pfi odpovédi na primarni lécbu. Toto riziko roste s rostoucim staddiem v dobé
diagnozy. Recidiva se projevuje vétSinou vznikem ascitu a zasazenim lymfatickych
uzlin. Vzdalené postizeni predstavuji metastazy v jatrech, plicich nebo pleute.

V piipadech recidivy onemocnéni je 1écba problematicka. Retrospektivni studie
na platiné¢ zalozené druhé linii terapie identifikovala dvé podskupiny pacientek
s rekurentnim ovarialnim karcinomem: jsou to platina-senzitivni pacientky (DFI > 6
mesicll), kdy je mozné platinovy derivat opét aplikovat (Casto opét kombinace
karboplatina a paklitaxel) a pak platina-rezistentni pacientky (DFI < 6 mésict), kdy se
platinovy derivat opét nepodava (Gore 1990; Markman 1991). V téchto piipadech je

1éCba slozitéjsi, protoze neexistuje terapeuticky standard. U platina-rezistentnich
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pacientek zahrnuje druha a vyssi linie chemoterapie paklitaxel v monoterapii,
topotekan, gemcitabin, lipozomalni doxorubicin, etoposid, docetaxel, ifosfamid nebo
oxaliplatinu (Pujade-Lauraine 2010). V soucasné dob¢ probiha n€kolik mezinarodnich
studii pro zvySeni ucinnosti stavajici terapie ovarialniho karcinomu. Piehled nejcastéji
pouzivanych a nami testovanych cytostatik u vzorkt ovaridlnich karcinomt shrnuje

tabulka 2-4.
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Tab. 2-4 Charakteristika testovanych cytostatik

Cytostatikum

Charakteristika

Lécba nadoru

NezZadouci uc¢inky

(taxany), inhibuje
depolymeraci
mikrotubull

sekundarni 1é¢ba
metastazujiciho EOC,
ca prsu a bronchialni
ca

cisplatina alkylujici sloucenina ca ovarii, varlat, nefrotoxicita,

(CisPt) platiny s fazové moc¢ového méchyte, neuropatie, ototoxicita,
nespecifickym malobunécny ca plic a | utlum kostni dfené
ucinkem, inhibuje zaludku
syntézu DNA

paklitaxel inhibitor mitozy primarni lécba utlum kostni dfené,

(PTX) rostlinného ptivodu pokro¢ilého EOC, periferni neuropatie,

ztrata tekutin

karboplatina

alkylujici slou¢enina

¢asny 1 pokroc¢ily

mirngjsi vedlejsi

synteticky derivat
epipodofylotoxinu

(CBDCA) platiny s fazové EOC, ca varlat, nezadouci G¢inky nez
nespecifickym mocového méchyre, cisplatina,
uéinkem, inhibuje malobuné¢ny ca plic hematotoxicita
syntézu DNA
gemcitabin antimetabolit, ca slinivky bfisni, utlum kostni diené,
(Gmc) nukleosidovy analog, | malobuné¢ny nauzea, proteinurie,
nahrazuje cytidin karcinom plic, méné u | hematurie
b&hem replikace DNA | ca mo¢ového méchyie,
prsu a pokrocily nebo
metastazujici EOC
topotekan inhibitor metastaticky ca ovarii, | hematologicka
(Topo) topoizomerazy | ca délozniho ¢ipku a toxicita, utlum kostni
rostlinného puivodu, malobunéény plicni dfené, neuropatie
semi-synteticky karcinom
derivat kamptotecinu
etoposid inhibitor ca varlat, malobuné¢ny | Gtlum kostni dfené
(Etop) topoizomerazy II, caplic (myelosuprese),

anafylaxe

Pozn.: vSechna vysSe uvedend cytostatika se podavaji nitrozilni infuzi (intraven6zné). ca

- karcinom, EOC - epitelialni ovarialni karcinom.
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2.6 Cilena biologicka lécba

V prosinci 2011 byla registrovana prvni indikace biologické 1é¢by pro karcinom
ovaria. K tomuto ucelu byl Evropskou komisi schvaleny bevacizumab (AVASTIN®)
a to v kombinaci s karboplatinou a paklitaxelem v avodni 1é¢bé pokrocilého stadia
ovarialniho karcinomu (I11B, I11C nebo IV podle FIGO). Bevacizumab je rekombinantni
humanizovand monoklondlni protilatka proti rGstovému faktoru cévniho endotelu
(VEGF), ktera se uplatiiuje v anti-angiogenni 1é¢bé ovarialniho karcinomu (Novy
2012). Lécebnym vysledkem je regrese a oddaleni doby do progrese nadoru. Jeho

aplikace mé vSak fadu vedlejSich nezddoucich G¢inkd.

Bevacizumab byl do 1é¢by ovaridlniho karcinomu zahrnuty na zakladé studii
faze 11l — GOG-0218 a ICON7. Byl podavany spolu se standardni chemoterapii prvni
linie a jeho dlouhodobé podavani vedlo k prodlouzeni doby pieziti pacientek (Perren
2011; Burger 2012).

Podle standardi Ceské gynekologické a porodnické spoleénosti neni v Ceské
republice bevacizumab doporueny Kk primarni 1écbé pacientek s ovarialnim
karcinomem. Naopak podle doporugeni Ceské onkologické spoleénosti je mozné jej

Vv prvni linii chemoterapie u pacientek s ovarialnim karcinomem podat.
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2.7 Prognodza

Progn6za pacientek s ovaridlnim karcinomem jednoznacné zévisi na stadiu
v dob¢ diagnozy a velikosti poopera¢niho rezidua, tedy velikosti nadorové tkané, ktera
nemohla byt chirurgicky odstranéna. Za vSeobecné nepiiznivé faktory pii ovaridlnim
karcinomu se pak dale povazuji vyssi v€k pacientky, zavazné interkurentni choroby,
obezita, kachexie, stupen pokrocilosti onemocnéni (pokrocila stadia Il a IV podle
FIGO),  pfitomnost  ascitu, Spatnd  diferenciace ~ nadorovych  buné¢k
a histologicky typ nadoru (Rozto¢il 2011). Z hlediska histologického typu nadoru maji
nejhorsi progndézu nediferencované karcinomy, déale pak karcinomy z jasnych bunék
(clear cell), serézni karcinomy — endometroidni karcinomy, smiSené karcinomy

a mucinozni karcinomy (Finek 2012).
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2.8 Rezistence u ovarialniho karcinomu

Ovaridlni karcinom je klasifikovany jako chemosenzitivni, ale ne
chemokurabilni nador. Literatura uvadi Gspé&Snost primarni 1écby mezi 60 - 80% (Bolis
2004). Sttedni doba do progrese onemocnéni se pohybuje mezi 16-22 mésici. Az 85 %
pacientek, zejména téch diagnostikovanych s pokroc¢ilym nadorem ovaria, v priab&hu
jednoho az dvou let recidivuje (Vasey 2004). Srecidivou se pak casto objevuje
I rezistence k chemoterapii, ktera ma hlavni podil na vysoké mortalit¢ u tohoto
nadorového onemocnéni. Rozvoj 1ékové rezistence K platinovym preparatim
a paklitaxelu je povazovany za hlavni diivod netispésné terapie a smrti vice nez 90 %

pacientek s metastatickym ovarialnim karcinomem (Agarwal 2003).

Netspéch chemoterapie tedy spodiva pravé v rozvoji lékové rezistence. Tu
mizeme obecné rozdélit na rezistenci primarni (ptirozenou), kterou bunky vykazuji bez
predchoziho styku s cytostatikem a dale pak sekundarni (ziskanou), ktera se rozviji az

po kontaktu s cytostatikem.

Z pohledu gynekologické onkologie maji vyznam dva typy 1ékové rezistence.
Jsou to klasicka mnohocetna 1ékova rezistence (rozvoj fenotypu MDR), ktera patii mezi
sekundarni rezistence a je spojena snadmérnou expresi MDR1 genu kodujiciho
glykoprotein p170 a dals§i asociované proteiny. Tyto proteiny funguji jako efluxni
pumpy a transportuji cytostatikum z buniky ven (Ling 1974; Fojo 1985). Fenotyp MDR
je spojovany s rezistenci k ptirodnim produktiim a jejich analogim, véetné antracyklini,
vinka alkaloidi a taxanl. Rezistence k pfirodnim hydrofobnim IéCivim je pak
podminéna expresi ATP-dependentnich efluxnich pump, které patii do rodiny ABC
transportérti, které jsou sekvencné a strukturné homologické. ABC proteiny se fadi do

sedmi skupin, které koduje 48 genti (Dean 2001).

Druhym typem podilejicim se na rozvoji rezistence jsou vSechny ostatni
mechanismy kromé efluxnich pump, tedy mechanismy zabranujici doruceni léciva
k cilovym bunkam ovlivnéné procesy slabé absorpce 1é¢iva pii jeho oralnim podani,
zvysSeny metabolismus 1€¢iva, zvySena exkrece vedouci k jeho nizké koncentraci v krvi

a redukovana difize do nadorové tkané (Jain 2001; Pluen 2001). Jde o bunécné
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mechanismy jako jsou snizeny pfijem bunkou v disledku ztraty membranovych
transportnich proteinti, zvySend detoxikace reaktivnich meziproduktli produkci
glutationu, zvySena tolerance poskozeni v disledku defektni nebo apoptické signalizace
nebo zvySend schopnost reparace poskozené DNA v dasledku probihajicich
intenzivnéjSich oprav poskozené DNA v zasazenych buinkach. Rezistentni bunky
mohou mit pfitomné mutace v genech kdédujicich opravné proteiny nebo u nich roste
tolerance k poskozené DNA (Kelland 2007). Tento typ rezistence je typicky pro

rezistenci k alkyla¢nim latkam, véetné sloucenin platiny.

Chemorezistence je terapeuticky problém, ktery vyrazné limituje uspésnost
zasahu proti fad¢ lidskych nadora. Je tomu tak 1 v pfipadé karcinomu ovaria. Onkogenni
mutace vedou k inhibici normdlnich apoptickych mechanismli a mohou tak vést ke
vzniku nddoru nebo také k rozvoji rezistence k protinadorové 1é¢be, ktera vyzaduje
apoptickou signalizaci k usmrceni nadorové buiky (Boise 1993; Johnstone 2002; Fulda
2006). Rozdily mezi primarni (vrozenou) a sekundarni (ziskanou) rezistenci se spojuji
s molekuldrnimi bunéénymi mechanismy, jako jsou mutace genu TP53 nebo takové
translokace v genomu, které¢ vedou ke zvysené aktivité anti-apoptické molekuly Bcl-2.
Rada signalnich molekul jako napf. Xiap, antiapopticky protein inhibujici kaspazy,
interaguje s fadou signdlnich drah pfeZiti, jako je PI3K/Akt. Podobné¢ TP53, tumor
supresor potfebny pro indukci apoptézy vyvolané chemoterapeutickymi agens, se zda
byt sdm regulovany anti-apoptickymi proteiny jako jsou MDM2 a Akt. Mutace tumor-
supresorového genu kodujiciho p53 a onkogenu kodujiciho c-erbB2 jsou nejcastéjSimi
genetickymi zménami nalézanymi u ovaridlnich karcinomt. Ztrata funkce p53 vede

k rozvoji rezistence nadorovych bunck na fadu cytostatik (Lowe 1993; Symonds 1994).

Cytostatika aplikujici se v primarni a sekundarni, ptipadné vyssi linii
chemoterapie ovarialniho karcinomu, uplatiuji nasledujici mechanismy vedouci
k rozvoji rezistence. Rozvoj rezistence po podani platinovych komplexti mize nastat
jako necitlivost vnitini (vrozena, primarni) nebo ziskand (sekundérni). Projevit se mize
po prvnim podani nebo az v pribéhu cytostatické 1é¢by. Rezistence miize vznikat na
ruznych signdlnich Grovnich buiiky, mize byt spojend s mechanismy spocivajicimi ve

snizeném vstupu nebo naopak zvySeném efluxu cytostatika z buiky. V nékolika
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studiich byl popsany eflux za pomoci transportnich pienaseci médi CTR1, ATP7A
a ATP7B (Song 2004). Vysoce polarni slou¢enina vstupuje do bunék pomérné snadno,
jeji ptijem muze ovlivnit lokalni koncentrace, pH, pfitomnost redukénich agens, rychlé
hledani membranového transportniho systému, ktery by mohl doplnit pasivni difazi.
Hlavni transportni systém vyzadovany pii homeostize médi, CTR1 ma podstatny
vyznam v piijmu cisplatiny (Ischida 2002). SniZena regulace exprese CTR1 mize
redukovat pfijem cisplatiny a tim tedy vést k rozvoji rezistence. Lidské ovaridlni
nadorové bunécné linie rezistentni k alkylacnim latkam, jako je cisplatina, maji zvySené
hladiny buné¢ného glutationu (Green 1984). Dal§im mechanismem rezistence muze byt
detoxikace pomoci sirnych sloucenin glutation-S-transferdzy nebo metalotioneninu.
Thioly vykazuji ke slouceninam platiny vysokou afinitu. Po jejich vzajemné interakci
nedochazi k vazbé platinovych cytostatik na DNA, naopak jsou z bunky odstranované

(Rabik 2007).

Rezistence k taxanim, kam patii také paklitaxel, je spojovana se zménami
v proteinu tubulinu, ktery interaguje s bunéénymi mikrotubuly, energeticky zavislymi
efluxnimi pumpami, apoptickymi proteiny a transdukci signalnich drah (Greenberger
2006). Literatura uvadi, ze rozvoj 1ékové rezistence na paklitaxel se zda byt divodem
selhavani primarni 1é€by a smrti vice nez 90 % pacientek s metastatickym ovaridlnim

karcinomem (Agarwal 2003).

Na nukleosidovy analog gemcitabin se také muze rozvijet rezistence. Ta miZze
vychazet z jeho snizeného piijmu buiikou a to v disledku snizené exprese transportnich
molekul SLC29A1 (ElI Maalouf 2009). Zmény v expresi nebo funkci enzymi
metabolizujicich gemcitabin mohou také vést ke zmén¢ jeho Gcinnosti. Vysledkem pak
mohou byt zmény v proliferaci, pfeziti a apoptické signalizaci u bun€k ovlivnénych

gemcitabinem (EI Maalouf 2009).

Topotekan jako inhibitor enzymu topoizomerazy [ se uplatiuje v 1écbé
recidivujicich  gynekologickych malignit (Lorusso 2010). Pro topotekan byl
vV podminkach in vivo zjistény rozvoj rezistence na zakladé zvysené exprese efluxniho

transportéru ABCG?2 patticiho do skupiny ABC transportnich systému (Zander 2012).
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Burnky vystavené uéinku etoposidu po ¢ase vykazuji rozvoj mnohocetné 1ékové
rezistence. To plati 1 pro dalsi cytostatika patiici do skupiny inhibitorii topoizomerazy
II. Mechanismy vedouci k rozvoji rezistence na etoposid zahrnuji zménu aktivity
topoizomerazy II (Lage 2000) nebo deregulaci apoptické drahy pies receptory smrti
(Friesen 1999).

Pro uplnost literatura zminuje také vyznam mikroprostiedi nadorové tkan¢, kdy
nadorové bunky vyzaduji vzijemné mezibunécné interakce a interakce s bunécnou
matrix. Jejich poruseni mize také vést k rozvoji rezistence na cytostatickou 1é¢bu a to

ptes drahy inhibujici apoptdézu (Morin 2003).
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Prediktivni testovani in vitro - testy chemosenzitivity

2.9 In vitro testy chemosenzitivity

In vitro testy chemosenzitivity se uplatiuji pii testovani novych, potencialné
pouzitelnych léebnych latek, sestavovani novych 1ééebnych protokolii a nékdy také pro
volbu individualni terapie. Prediktivni testovani in vitro je vhodnym nastrojem pii
rozhodovani o tom, ktery znckolika dostupnych 1écebnych rezimid pouZit
U jednotlivych pacientd (Cree 2009). Samoziejmé, ze je snazSi determinovat
vV podminkach in vitro rezistenci nez senzitivitu. Rezistence ur¢end v podminkach in
vitro, bude pravdépodobné v podminkach in vivo stejna. Naopak senzitivita
determinovana v podminkach in vitro, kde chybi fada dalSich biologickych faktort,
které ucinnost chemoterapeutika ovliviuji, nebude s nejvetsi pravdépodobnosti
v podminkach in vivo totozna. Tedy urceni rezistence v podminkach in vitro ma svij
vyznam, ale uréeni senzitivity v téchto podminkach je mnohem méné spolehlivé
(Chumchalova 2000).

ProtozZe je kazdy nador pacienta genotypoveé a fenotypové odlisny (Bown 1994;
Zubor 2008), znamena to, ze na totéz 1é¢ivo muze kazdy pacient reagovat odliSné.
Z tohoto divodu bylo snahou vyvinout prediktivni in vitro testy k ur€eni reaktivity na
cytostatika (Hamburger 1981; Massaro 1989; Pieters 1990; Mollgard 2003).

Uz v padesatych letech dvacatého stoleti se objevovaly prvni in vitro testy se
snahou predikce reaktivity k testované latce v podminkach in vitro (Black 1954). Toto
testovani mélo v podminkach in vitro predurcit efektivitu testované latky v podminkach
in vivo. Prace ale nevzbudila velky zajem. Dalsi rozvoj nastal v sedmdesatych letech,
kdy byla vyvinuta metoda HTCA (Hamburger 1977), ktera patii mezi tzv. klonogenni
testy. Druhou skupinu tvofi testy neklonogenni zahrnujici test inkorporace thymidinu
(TIA), bioluminiscenci adenosintrifosfatu (ATP-b), MTT test, diferencialni barveni
cytotoxicity (DiSC) nebo test extrémni 1ékové rezistence (EDR).

Vsechny uvedené techniky maji spoleéné zakladni kroky spocivajici v izolaci
bunék =z biologického materialu, jejich inkubaci s protinadorovymi IéCivy, urceni

mnozstvi prezivajicich buné€k a interpretaci buné¢né odpovédi.
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Testy chemorezistence u vzorkl stabilizovanych bunécnych linii nebo
primokultur se déli na =zakladé dvou odlisSnych pfistupti, klonogenniho

a neklonogenniho. Oba hodnoti riznymi postupy stupen poskozeni testovanych bunék.

2.9.1 Klonogenni testy

Klonogenni typ testi byl odvozeny od kolonie tvoficich testd (CFU)
provadénych u bakterii a kmenovych bunék kostni diené (Hamburger 1977). Mezi
klonogenni testy patii metoda HTCA (Human Tumor Cloning Assay). Testované
nadorové bunky rostou na polotuhych agarech a tvoti kolonie, zatimco normalni bunky
jsou inhibované v rustu. Poskozeni bun¢k testovanou latkou se hodnoti porovnanim
s buiikkami kontroly, tj. neovlivnénymi buikami (Schlag 1984). Testy umi rozlisit
normalni populaci bun¢k od bun¢k nadorovych a hodnotit stupen jejich poskozeni, ale
ne jeho pfi¢inu (Chumchalova 2000). Klonogenni testy nedokazi urcit poskozeni bunék
V Go fazi bunééného cyklu. Vyraznou nevyhodou této metody je pozadavek na vysoky
pocet izolovanych bunék a to, Ze jen nékteré z nich jsou schopné na agarovém médiu

rast. Tento fakt ztézuje interpretaci testu (Hoffman 1991).
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2.9.2 Neklonogenni testy

Neklonogenni testy jsou zaloZzené na urCeni podilu proliferujicich
a neproliferujicich bunék, respektive na podilu zivych, pfezivajicich a mrtvych bunék.
Neklonogenni testy tak mtizeme rozdélit na testy hodnotici bunéénou proliferaci a testy
hodnotici apoptdzu testovanych bunék. U bunék pak Ize sledovat jejich metabolickou
aktivitu nebo zménu membranové integrity po ovlivnéni testovanym cytostatikem.
Vyhodou téchto metod je moznost ovlivnit buiiky v G fazi bunééného cyklu, relativné
nizka potteba mnozstvi bun¢k, ¢asova nenarocnost testl (fadoveé dny), vysoka uspeésnost
jejich provedeni a ztoho plynouci vysoké procento vyhodnotitelnych vzorkd nebo
moznost vyhodnotit G¢innost vice cytostatik v jednom testu. Nevyhodou testu je, ze
nedokazi odlisit bunky nadorové od nenadorovych (Chumchalova 2000). Mezi
neklonogenni testy patii testy membranové integrity a testy hodnotici metabolickou
aktivitu buné¢k, tedy ATP nebo MTT test (Hoffman 1991). Tyto testy jsou pouZzivané

mnohem castéji nez testy klonogenni.

2.9.2.1 Testy hodnotici bunéénou proliferaci

Tyto testy vyuZivaji schopnosti proliferujicich bunék inkorporovat tritiem (*H)
znaceny tymidin do nové syntetizované molekuly DNA. Mezi tyto testy patii test
extrémni 1ékové rezistence EDR. Dnes je tento typ testi komeréné dostupny a Casto
pouzivany americkymi onkology. Je zaloZzeny na tom, ze testované bunky jsou
vystavené pusobeni vysokych koncentraci testovanych cytostatik po dlouhou inkubaéni
testovana cytostatika jsou pak povazovana za potencialné neefektivni in vivo a v terapii
by se proto mélo pouzit jiné 1é¢ivo (Chumchalova 2000). EDR test se tak pouziva

k predikci netispéchu terapie (Loizzi 2003).
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2.9.2.2 Testy hodnotici bunéénou smrt

Tyto testy po skonceni inkubac¢ni doby hodnoti miru poskozeni testovanych
bunék. Vyrazné poskozeni bun¢k muze vést k jejich smrti, apoptoze. Mezi tyto testy
patii testy hodnotici integritu bunécné membrany, zmény aktivity mitochondrialnich

enzymu nebo ztratu buné¢ného ATP.

Testy membranové integrity

Testy membranové integrity zahrnuji vitalni a supravitalni techniky barveni
bunék. K vitalnimu barveni bunék se pouZiva neutralni ¢erveni (Neutral red test). Zivé
buiikky maji schopnost vazat a inkorporovat barvivo do lysozomil. Poskozené buiky
maji snizenou schopnost vazby a inkorporace barviva a mrtvé bunky toho nejsou
schopné vibec. Na zaklad¢ spektrofotometrického méfeni je pak mozné hodnotit

viabilitu bun¢k. Metoda je levna a senzitivni v porovnani s dal§imi cytotoxickymi testy.

Supravitalni testy pouzivaji cytotoxicka barviva, jako je trypanovd modf nebo
metylenova zeleti, k barveni bun&k. Zivé buiiky nejsou schopné pfijimat barvivo pies
neporusenou bunécnou membranu, proto se jejich cytoplazma nebarvi. U mrtvych
bunék je integrita membrany poruSenda, barvivo proto vnikd dovniti bunky a tim jeji

cytoplazmu obarvi.

Alternativou testu je pouZiti kombinace vitdlniho barviva (fluorescein diacetat)
a supravitalniho barviva (propidium jodid). Zivé buiiky se barvi fluoresceinem zelend
a jadra mrtvych bun¢k propidium jodidem cervené. Procenta obarvenych bunék se poté

hodnoti mikroskopicky (Pavlik 1985).

Testy metabolické aktivity

ATP test
ATP test je zaloZzeny na kvantitativnim méfeni bioluminiscence ATP pomoci

enzymu luciferazy. ATP se uvoliiuje z mrtvych a stresu podléhajicich bunék. Uvolnéné
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extracelularni ATP reaguje s luciferazou a bioluminiscence se méfi luminometrem.
Existuje linearni zavislost mezi luminiscenci a mnozstvim extracelularniho ATP. M¢fit
se da ale i intracelularni ATP v Zivych bunkach, endpoint ATP na zékladé detekce
mnozstvi luciferin-luciferazy. Na ATP zalozeny test nadorové chemosenzitivity ukazal
robustnost a reprodukovatelnost a byl ¢astecné rozvinuty pouzitim vzorka ovarialnich

karcinomu (Han 2008).

MTT test

Metoda byla zavedena roku 1953 Blackem a Speerem (Black 1953) a Mosmann
ji pak v roce 1983 piedstavil v jeji poloautomatické formé¢ (Mosmann 1983). MTT test
je definovany jako rychly, spolehlivy a objektivni, vhodny pro rozsédhlé¢ hodnoceni
lékové rezistence u leukemii a lymfomi (Veerman 1990). Pozdé&ji byl upraveny na

hodnoceni 1€kové rezistence lidskych leukemickych bunék a bunék jinych typt nadort

(Pieters 1988; Hwang 1993; Taylor 2001; Sargent 2003).

MTT je kolorimetricky test pro méfeni metabolické aktivity mitochondrialniho
enzymu sukcinatdehydrogenazy, ktera redukuje zlutou tetrazoliovou siul MTT ((3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) na fialovy formazan. Roztok
detergentu, sodiumdodecylsulfatu (SDS) se pouziva k rozpusténi krystald formazanu.
Test se vyhodnocuje spektrofotometricky méfenim absorbance pii A 560 nm. Vysledky
se porovnavaji s kontrolou, tj. neovlivnénymi bunkami. Mezi absorbanci a viabilitou
bun¢k existuje piima zavislost, tedy ¢im vétsi je hodnota absorbance, tim vyssi je
viabilita bunék. Reakce probiha jen na mitochondrialnich membranach Zivych bunék.
MTT test dava rychlé a reprodukovatelné vysledky se signifikantni klinickou relevanci.

Neposkytuje ale Zadnou informaci o molekularnim mechanismu 1ékové rezistence

(Hatok 2009).

Vyhody testu spocivaji v absenci promyvacich krokl, relativni rychlosti,
ptesnosti a absenci radioizotopi (Mosmann 1983). Ma ale i1 své nevyhody jako je slaba
linearita s poctem buné€k, citlivost k vnéjSim podminkam prostiedi a zavislost

metabolismu buné¢k na formazanu (Denizot 1986; Boyd 1989; Haselberger 1996).

24


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl

2.9.3 Ostatni testy

Pro uplnost vy¢tu in vitro prediktivnich testl je potfeba zminit také histokultury.
Jako optiméalni matrix pro trojrozmérné fragmentové primokultury se vyuZzivaji
zelatinové houbicky (The Upjohn Comp., Kalamazoo, MI, 49001, USA). Jsou vhodnym
substratem pro explantované fragmenty tkan¢. Tato metoda udrzuje (primo)kulturu v jeji
piirozené struktuie a proliferacni aktivit¢ podobné fyziologickym podminkam

(Chumchalova 2000).
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3.CILE PRACE

V predkladané praci jsme si stanovili nasledujici cile:

3.1 Testovani chemosenzitivity u bunék lidského ovarialniho karcinomu

v podminkach in vitro — klinické vzorky

1. Jaka je reaktivita souboru klinickych vzorkt na testovana cytostatika?

2. Lisi se chemosenzitivita cerstvé izolovanych bunék a bunék po jejich

rozmrazeni?

3. Lisi se chemosenzitivita u bun¢k izolovanych ze solidniho nadoru a ascitu téze

pacientky?

4. Lisi se reaktivita vzorkd téze pacientky v Case (pacientky s recidivou

onemocnéni, opakované odbéry)?

3.2 Testovani chemosenzitivity in vitro na modelovém systému lidské

ovarialni nadorové bunééné linie A2780

Zjistit citlivost bunécné linie A2780 na testovana cytostatika hodnocenim jeji
morfologie, metabolické aktivity, proliferace a apoptézy po ovlivnéni cytostatiky

a srovnani jeji reaktivity s reaktivitou klinickych vzorku.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

Testovana cytostatika

Cisplatina - CisPt 100 pg/ml (EBEWE Pharma Ges.m.b.H. Nfg.KG, Rakousko),
Paklitaxel - PTX 50 pg/ml (Pliva-Lachema a.s., CR), Karboplatina - CBDCA 100 pg/ml
(EBEWE Pharma Ges.m.b.H. Nfg.KG, Rakousko), Gemcitabin - Gmc 300 pg/ml
(Gemzar 200 mg, Eli Lilly, s.r.o., CR), Topotekan - Topo 50 pg/ml (Hycamtin 4 mg,
GlaxoSmithKline, UK), Etoposid — Etop 50 pug/ml (Teva Pharmaceuticals, s.r.0., CR)

Amersham Biosciences

ECL Western blotting detection Kit

BioRad

odtuénéné suené mléko (non-fat dry milk), Precision Plus Protein™ Dual Color
Standard

Boehringer Mannheim-Roche
5-(2,4-disulfonatofenyl)-3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-tetrazolium (WST-1),
chemiluminiscen&ni detekéni kit (ECL Western Blot Detection Reagents), Complete™
Mini Tablets

Cell Signaling Technology, Inc.

polyklonalni krali¢i protilatka proti Cdc25A, polyklonalni krali¢i protilatka proti
cyklinu B1, monoklondlni mysi protilatka proti cyklinu D1, monoklonalni mysi
protilatka proti PCNA, krali¢i protilatka proti BAX, monoklonalni krali¢i protilatka
proti XIAP, monoklonalni mysi protilatka proti p53, monoklonalni mysi protilatka proti
B-aktinu

DAKO

polyklonalni prase¢i anti-krali¢i protilatka konjugovand s kifenovou peroxidazou,

polyklonalni prasec¢i anti-mysi protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou
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Eli Lilly

inzulin

GIBCO

penicilin, streptomycin, trypsin/EDTA

Guerbet

Telebrix 35

Molecular Probes

sekundarni protilatka Alexa Fluor® 488, SlowFade®™ medium

PAA, The Cell Culture Company

fetalni bovinni sérum (FBS), médium RPMI 1640 s L-glutaminem, bez fenolové
cervené

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

monoklonélni mysi protilatka proti p21

Serva

Ficoll 400

Sigma Aldrich

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide (MTT), 4'6-
diamidino-2-phenylindol (DAPI), kit pro fluorescen¢ni stanoveni aktivity kaspazy 3
(Caspase 3 Assay Kit, Fluorimetric), bovinni sérovy albumin (BSA), Coomassie
Brilliant Blue, dimethylsulfoxid (DMSQO), sodium dodecyl sulfat pro molekularni
biologii (SDS), approx. 99 %, (10 % roztok), HEPES sodna sul, 3-[(3-

cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate (CHAPS),
dithiothreitol (DTT), paraformaldehyd, propidium jodid (PI), ribonukleaza A, triton-X
Zentiva

heparin

Kwvalita ostatnich pouzitych chemikalii odpovidala nejvyssi analytické Cistote.
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4.2 Spotiebni material pro kultivaci bunék

Nunc (Roskilde, Dansko): plastové kultivacni lahve 25 cm® a 75 cm?, 96-jamkové
mikrotitracni desticky
Becton-Dickinson (New Jersey, USA): plastové kultivagni lahve 12,5 cm?

Hettich (Tuttlingen,Némecko): cytospinové komurky

4.3 Klinické vzorky ovarialniho karcinomu

4.3.1 Soubor klinickych vzorki

Klinické vzorky byly ziskané od pacientek podstupujicich chirurgicky zakrok
v disledku diagnézy ovaridlniho karcinomu na Porodnické a gynekologické klinice
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Soubor zahrnoval vzorky nadort rizného stadia
a diferencia¢niho stupné ovarialniho karcinomu. Odebirané byly solidni nadory a ascity,
jednalo se o primdrni néalezy i1 recidivy onemocnéni. VSechny pacientky podepsaly
informovany souhlas a studie byla vedena podle pravidel mistni etické komise. VSechny
klinické vzorky byly anonymni a informace o stagingu, gradingu, histologickém typu
nadoru a odpovédi na 1é¢bu, ptipadné doba do objeveni se recidivy onemocnéni, jsme

neméli k dispozici.

Béhem let 2006-2011 bylo ziskano 194 vzorkt, 144 z nich bylo plné testovano.
Pramérny v&k souboru pacientek byl 63,5 roku, nejstarsi pacientce v souboru bylo 86 let

a nejmladsi 28 let v dob¢ diagndzy.

V dobé¢ diagnoézy byl soubor rozdéleny podle veéku pacientek takto: pacientky do
20 let 0 %, pacientky 20-34 let 1,7 %, pacientky 35-44 let 1,7 %, pacientky 45-54 let
26,0 %, pacientky 55-64 let 25,2 %, pacientky 65-74 let 26,2 %, pacientky 75-84 let
17,5 % a pacientky nad 85 let 1,7 %. Nejvyssi incidence byla zaznamenana u daného
souboru v kategorii 65-74 let. V piipadech, kdy bylo ze vzorku izolované malé
mnozstvi bun€k, byla pfednostné testovana cytostatika v pofadi cisplatina, paklitaxel,

karboplatina a topotekan.
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4.3.2 Média pro klinické vzorky

Transportni médium pro solidni nadory: RPMI 1640 médium s L-glutaminem,
Penicilin/Streptomycin (100 U/ml), 15 % fetalni bovinni sérum, inzulin (100 IU/ml),
transferin (2 mg/ml), heparin (25 000 1U/ml)

Transportni médium pro ascites: 15 % fetalni bovinni sérum, heparin (25 000 1U/ml)
Promyvaci médium: RPMI 1640 médium s L-glutaminem, Penicilin/Streptomycin
(100 U/ml)

Kultivaéni médium: RPMI 1640 médium s L-glutaminem, Penicilin/Streptomycin
(100 U/ml), 15 % fetalni bovinni sérum, inzulin (100 [U/ml), transferin (2 mg/ml)
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4.3.3 Izolace bunék

4.3.3.1 Izolace bunék ze solidniho nadoru

Vzorek nddorové tkdné se rozstiihal na malé kousky, 5 x 5 mm, jako prevence
centralni nekrotizace tkané¢ a poté transportoval v 50 ml centrifugacni zkumavce
s transportnim médiem pro solidni nador pfi laboratorni teploté na pracovisté Ustavu
1¢kaiské biologie a genetiky, kde byl ddle zpracovany. Tkan v transportnim médiu se
prelila na nerezové sitko (Sigma Aldrich), rozstfihala na malé kousky a déle se
protlatovala skrz sitko pistem injekéni stiikacky do Petriho misky. Bunky
v suspenzi se nalily na 5 ml gradientu ( Ficoll 400, Telebrix 35 a destilovana voda,
hustota gradientu 1,077 kg/l) v centrifuga¢nich zkumavkéach a centrifugovaly 30 min pfi
2200 rpm a laboratorni teploté v centrifuze (Jouan MR23i, TrigonPlus). Vzorek tkané se
mechanicky desintegroval a izolované buiiky oddé€lily od erytrocytli a mrtvych bunck na
hustotnim gradientu. Pod gradientem se usadily erytrocyty a mrtvé buiiky a ve stfedni
¢asti, na rozhrani mezi gradientem a médiem, zivé buniky v podob¢ prstence. Buiky se
sesbiraly do nové zkumavky Pasteurovou pipetou, promyly promyvacim médiem a opét
centrifugovaly 5 min pii 1600 rpm a laboratorni teploté.

Pokud po stoCeni peleta obsahovala erytrocyty, bylo potieba je lyzovat 5 ml
destilované¢ vody po dobu maximalné 30 s a poté lyzu zastavit 0,5 ml 10x
koncentrovanym roztokem PBS bez iontli. Zkumavky se doplnily promyvacim médiem
a opét centrifugovaly. Pocet lyzacnich krokl se liSil podle mnoZstvi erytrocytl ve
vzorcich.

Po posledni 1yze se pelety resuspendovaly, promyly promyvacim médiem
a centrifugovaly. Pelety z jednotlivych zkumavek se nakonec sesbiraly do jedné,
promyly promyvacim médiem a naposledy centrifugovaly. Po natfedéni kultivacnim

médiem byly buiiky pfipravené k testovani.
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4.3.3.2 Izolace bunék z ascitu

Vzorky asciti byly transportované v 500 ml sklenénych lahvich s transportnim
médiem pii laboratorni teploté. Bylo-li to potieba, ascites se pieléval pres nerezové
sitko, aby se odde¢lily kousky tkan¢€ a krevni srazeniny. Ascites se prelil do 50 ml
falkonek a centrifugoval 10 min pti 1500 rpm. Bunky z ascitu se izolovaly jednoduchou
centrifugaci.

Pokud pelety obsahovaly erytrocyty, bylo tifeba je lyzovat 9 ml destilované vody
po dobu maximalné 30 s a lyza se zastavovala 1 ml 10x koncentrovaného roztoku PBS
bez iontl. Tuby se doplnily promyvacim médiem a centrifugovaly.

Po posledni lyze se pelety resuspendovaly, promyly promyvacim médiem
a centrifugovaly. Pelety z jednotlivych zkumavek se nakonec sesbiraly do jedné,
promyly promyvacim médiem a centrifugovaly. Po nafedéni kultivaénim médiem byly

bunky pfipravené k testovani.
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4.3.4 Viabilita bunék

Viabilita izolovanych bunék se urcovala barvenim 0,4% roztokem trypanové
modii a pocitanim v Neubauerové komirce. Pro testovani chemosenzitivity
v podminkach in vitro se pouzily vzorky s viabilitou vys$si nez 80 %. V piipadé
bunécnych suspenzi vzorkil po rozmrazeni byla jejich viabilita niz§i, mezi 50 — 80 %,

v porovnani s Cerstveé izolovanymi bunikami.
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4.4 Priprava testovanych cytostatik

4.4.1 Priprava pracovnich roztoki cytostatik

Pracovni roztoky se pfipravovaly nafedénim originalnich roztoki cytostatik (Tab. 4-4-

1).

Tab. 4-4-1 Ptiprava pracovnich roztoki cytostatik. Originalni koncentrované roztoky se

fedily fyziologickym roztokem pro dosazeni finalni koncentrace pracovnich roztoku

cytostatik.
e, Celkovy MnoZstvi . . .. Koncentrace
. Originalni objem zasobniho Fyziologicky pracovniho
Cytostatikum roztok K K roztok K
cytostatika roztoku roztoku @) roztoku
((11)) (nl) (pg/ml)
CisPt
10 mg/20 ml 360 360 0 500
PTX
6 mg/1 mi 360 15 345 250
CBDCA
150 mg/15 ml 360 18 342 500
200 mg + 5 ml
Gmc ] 360 13,5 346,5 1500
fyziol. roztoku
4mg+4ml
Topo o 360 90 270 250
aqua pro inj.
Etop
20 mg/1 ml 360 4,5 355,5 250

Pozn.: Takto pfipravené pracovni roztoky (nejvyssi testované koncentrace

uchovéavaly pfi -20 °C.

= ¢1) Se
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4.4.2 Priprava koncentrac¢nich Fad testovanych cytostatik

Kazdé cytostatikum bylo testované Vv Sesti sestupnych koncentracich, které byly
piipravené nasledujicim postupem: do fadku A mikrotitra¢ni desticky se pipetovalo 150
ul pracovnich roztokil (nejvyssi testované koncentrace) v potradi cytostatik CisPt — Etop
(viz. Tab. 4.3). Do fadka B — F se pipetovalo 150 ul fyziologického roztoku. Do fadku B
se preneslo multikanalovou pipetou 50 pl roztoku ztadku A. Vznikl tak roztok
o koncentraci ctyfikrat niz§i nez v tadku piedchozim. Tento postup se opakoval

v dal$ich tadcich desticky.

Tab. 4-4-2 Sestupna koncentracni fada testovanych cytostatik

Kazdé cytostatikum bylo testované v Sesti koncentracich c; - Cg. V prvnim fadku jsou
uvedené nejvyssi testované koncentrace, kazdd nasledujici je Ctyfikrat nizsi.
Koncentrace ¢4 byla vyhodnocena jako stiedni inhibi¢ni koncentrace pro dalsi testovani

na modelové linii A2780.

Koncentrace CisPt PTX CBDCA Gmc Topo Etop
(ng/ml)

C1 100 50 100 300 50 50
C2 25 12,50 25 75 12,50 12,50
C3 6,25 3,13 6,25 18,75 3,13 3,13
Cs 1,56 0,78 1,56 4,69 0,78 0,78
Cs 0,39 0,20 0,39 1,17 0,20 0,20
Cs 0,10 0,05 0,10 0,29 0,05 0,05
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4.5 Ovlivnéni a kultivace izolovanych bunék

Peleta nadorovych bunék ziskana po izolaci z nddorové tkané nebo ascitu se
jemne¢ rozklepala a podle mnoZstvi izolovanych bunék bylo pfidano kultivaéni médium.
Koncentrace bun¢k v suspenzi byla urCend pocitanim v Neubauerové komiirce.
Koncentrace bunék se upravovala na 1x10° bundk/ml. Kone¢ny objem bunécné
suspenze o pozadované koncentraci limitoval pocet testovanych cytostatik (cca 1 ml
suspenze na jedno cytostatikum). Pocet testovanych cytostatik byl ovlivnény kvalitou
a mnozstvim dodaného vzorku tkané. V prvni Casti testovani se navic ¢ast bunécné
suspenze zamrazovala pro dalsi testovani.

Bun&na suspenze o koncentraci 1x10° bundk/ml se pipetovala po 80 pl do 96-
jamkovych kultiva¢nich desti¢ek kromé prvniho sloupce (blenk). K 80 ul bunééné
suspenze se piidalo 20 pl média v pripad¢ kontrolnich bunék a 20 pl roztoki cytostatik

(Tab. 4.3.5.2). Buiiky se kultivovaly 72 h v inkubatoru pii 37 °C a atmosféie 5% CO..
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4.6 Testovani chemorezistence — MTT test

Po skonceni kultivace se do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky pipetovalo 10 pl
roztoku zluté tetrazoliové soli MTT (5 mg/ml). Béhem 2 — 6 hodin po vytvoreni
fialovych krystalti formazanu se do kazdé jamky pipetovalo 100 pl 10 % roztoku SDS,
pH 5. Krystaly formazanu se rozpoustély pies noc. Spektrofotometrické vyhodnocenti,
m¢éfeni absorbance formazanu, bylo provedeno na spektrofotometru (SpektraFluor Plus,
Tecan, Salzburg, Austria) pii vinové délce 560 nm. Od naméfenych hodnot byla

odectend hodnota pozadi (médium) a vysledky byly vyjadieny jako procenta kontroly.
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4.7 Hodnoceni reaktivity na testovana cytostatika

Primérni data se exportovala do MS Excel, kde byly sestrojeny kiivky
davkovych zavislosti pro kazdé cytostatikum a odecteny hodnoty EC50, tj. koncentrace
testované latky, ktera je letalni pro 50 % testovanych nadorovych bungk. Z grafu bylo
mozné vycist, kolik procent bunécné populace pirezivalo nejvyssi (terapeuticky

nepouzitelnou) testovanou koncentraci cytostatika.

Spektorfotometrické méteni absorbance a vypocet hodnoty EC50 pro kazdé
cytostatikum byly zakladem pro hodnoceni reaktivity klinického vzorku. Podle hodnoty
EC50 spadajici do jednoho z intervalti (Tab. 4-7) byla urCena reaktivita vzorku jako

vnimavost, hrani¢ni vnimavost nebo rezistence.

Pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci ptisobi pokles poétu zivych bunék
pod 25 %, buiiky se oznaCuji jako vnimavé k pusobeni 1éCiva. Zabiji-li nejvyssi
testovana koncentrace 1é€iva vice nez 25 % ale méné nez 50 % bunck, oznacuji se jako
hrani¢né (stfedn€) vnimavé. A pokud buniky pifeZivaji nejvyssi testovanou koncentraci

1é¢iva, oznacuji se jako rezistentni.

EC50 je koncentrace léCiva, ktera zabiji 50 % bunék. Poskytuje rychlé
a reprodukovatelné vysledky, ale netfika nic 0 mechanismech rezistence (Hatok 2009).
Slovni interpretace vysledku reaktivit a testovand koncentraéni rozmezi byla vytvofena
na zakladé mnoha klinickych experimenti v Laboratofi experimentalni mediciny
Fakultni nemocnice Olomouc, odkud byl postup zpracovani a testovani klinickych

vzorki pievzat. Analogicka koncentra¢ni rozmezi uvadi také literatura (Hatok 2009).
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Tab. 4-7 Hodnoceni reaktivity klinickych vzorkd. Pro kazdé cytostatikum byla
vypoctena hodnota EC50. Koncentracni interval, ve kterém EC50 lezi, urcuje reaktivitu
vzorku. Slovni interpretace vysledkt reaktivit pro jednotliva cytostatika vychazela
z praxe uzivané lékati Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemocnice v Hradci

Kralové.

Vypo¢étena hodnota EC50 (ug/ml)
hrani¢ni
Cytostatikum rezistence vnimavost vnimavost

CisPt 100 - 18,75 18,75 - 6,25 <6,25
PTX 50-9,38 9,38 - 3,13 <313

CBDCA 100 - 18,75 18,75 - 6,25 <6,25
Gmc 300 - 56,25 56,25 - 18,75 < 18,75
Topo 50-9,38 9,38 - 3,13 <3,13
Etop 50-9,38 9,38 - 3,13 <313

39



4.8 Zamrazeni bunék izolovanych z EOC

Izolované bunky se nafedily kultivacnim médiem a centrifugovaly
v pfedchlazené centrifuze 5 min pii 500 rpm a 4 °C. Nésledné se odsal supernatant
a bunky opatrné resuspendovaly v zamrazovaci smési (10 % DMSO ve FBS) v kone¢né
koncentraci 1x10” - 2x10” bunék/ml. Smés se rozplnila po 1 ml do piedchlazenych
kryozkumavek, které se ihned ulozily do kryokontejneru vychlazeného na 4 °C.
Kryokontejner se zkumavkami se ulozil pfi -20 °C po dobu jednoho dne, nasledné pii -
80 °C po dobu tii dni a pak do tekutého dusiku po dobu nékolika tydnt (2 — 6 tydni)
nez byly bunky opét testované na MTT.

4.9 Rozmrazeni bunék izolovanych z EOC

Zamrazené bunky v kryozkumavkach se rozmrazovaly za stalého tfepani ve
vodni lazni. Suspenze se ihned pipetovala do 15 ml zkumavky s obsahem cca 10 ml
promyvaciho média a dale zpracovala. Takto rozmrazené buiiky byly opét testované na

citlivost k cytostatikim MTT testem.
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4.10 Bunééna linie A2780 a jeji kultivace

Stabilizovana bunéc¢na linie A2780 byla ziskana z katalogu Evropské sbirky
bunéénych kultur European Collection of Animal Cultures (ECACC, Porton Down,
Wiltshire, England, katalog. ¢islo 93112519). Linie byla odvozena od lidského
epitelidlniho ovariadlniho karcinomu. Buiiky rostou v médiu RPMI 1640 obohaceném
0 2mM glutamin a 10% fetalni bovinni sérum (FBS). Bunky se pasazovaly ttikrat tydné
za pouziti 0,25 % roztoku trypsinu obohaceného o EDTA. Kultivace probihala pii 37°C
a 5% CO, a bunky rostly jako monolayer. Kultury byly pravidelné testované na
pfitomnost mykoplazmat pomoci metody PCR.

Tato bunécnd linie A2780 byla pouzitd jako modelovy systém pii testovani

chemorezistence u bun¢k lidského ovarialniho karcinomu v podminkach in vitro.
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4.11 Testy metabolické aktivity

4111 MTT

Postup shodny jako pfi testovani klinickych vzorka (odstavec 4.1 — 4.7).

4.11.2 WST-1 a stanoveni celkového mnoZstvi proteini v buiikach (barveni

Coomassie Brilliant Blue)

Pro stanoveni metabolické aktivity bun€k byl pouzit kit Cell proliferation
reagent WST-1 (Boehringer Mannheim-Roche) a celkové mnozstvi proteinii bylo
stanovené postupem podle Bradfordové (Bradford 1976). Po skonéeni inkubacniho
intervalu 72 h se buiky v mikrotitraénich destickach 2x oplachly PBS a do jamek se
ptidalo po 100 pl WST-1 v médiu (0,3 mg/ml). Absorbance se métila pii 450 nm proti
650 nm (spektrofotometr SpektraFluor Plus, Tecan, Salzburg, Austria). Poté se desticky
inkubovaly v termostatu a po 2 h se provedlo dalsi méfeni. Po skonfeni méfeni se
desticky 2x oplachly PBS a fixovaly roztokem metanolu. Nasledné se buiky barvily
roztokem Coomassie Brilliant Blue (0,4 mg/ml) 1 h. Poté se oplachovaly roztokem
o slozeni 85 % destilovana voda, 10 % absolutni etanol, 5 % ledova kyselina octova.
Navéazané barvivo se rozpoustélo piidanim 100 pl desorpéniho roztoku na jamku (98
mg octan draselny, 700 ml etanol a 300 ml H,O) za mirného tfepani po dobu 1 h.
Absorbance se méfila pifi 620 nm proti 450 nm (spektrofotometr SpektraFluor Plus,

Tecan, Salzburg, Austria).

42



4.12 Dynamické méreni bunéc¢né proliferace pomoci systému xCELLigence

xCELLigence systém (Roche) se uziva k monitorovani cytotoxicity s vyuzitim
technologie elektrickych bunéénych senzort. Specidlni xCELLigence E-desticky se
plnily 100 pl RPMI na jamku a determinoval se signal pozadi. Poté se do kazdé jamky
ptidalo po 100 pl bunétné suspenze o koncentraci 25 000 bunék/jamku. Bunky se
nechaly 30 min adherovat na dna jamek pii laboratorni teploté. E-desticky se umistily
do zafizeni xCELLigence v inkubatoru a po dobu 24 h se sledovala buné¢na proliferace.
Po této dob¢ se pridaly roztoky testovanych cytostatik v koncentra¢nich fadach (Tab.
4.3.5.2) a sledoval se bunécny index po dobu dalsich 72 h. Systém mé&ii relativni zménu
v impedanci a naméfené hodnoty ptevadi na arbitrarni jednotky nazyvané bunéény
index. Po uplynuti inkuba¢ni doby software piistroje vypocetl hodnoty EC50 pro kazdé

testované cytostatikum.
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4.13 Morfologicka studie — fotodokumentace

10 ml bunéc¢né suspenze A2780 o koncentraci 2 X 10° bunék/ml se nasazovalo do
malych kultivaénich lahvi¢ek (12,5 cm?) a kultivace probihala 24 h pii 37 °C a 5% CO»,
Po této dob¢ bylo médium vyménéno za médium s piislusnou koncentraci testovaného
cytostatika (stfedni inhibi¢ni koncentrace C4). V ¢asovych intervalech 0 h — 24 h — 48 h
— 72 h byly kontrolni a ovlivnéné bunky fotografované za pouziti Olympus IX70
mikroskopu a JVC barevné videokamery (Victor Company of Japan) pii zvétSeni 400x.

Obrazy byly analyzované pomoci LUCIA (NIS Elements) softwaru.
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4.14 Analyza bunééného cyklu — barveni propidium jodidem

Kontrolni a ovlivnéné bunky (testovana stfedni inhibi¢ni koncentrace cg)
Vv ¢asovych intervalech 3 h — 6 h — 12 h — 24 h se seskrabaly ze dna pasazovacich lahvi
a prenesly do centrifugac¢nich zkumavek o objemu 50 ml. Centrifugovaly se 10 min pfi
1000 rpm a 4 °C. Supernatant se slil a peleta dobie rozklepala. Bylo pfidano 10 ml
vychlazeného PBS a znovu se centrifugovalo. Supernatant se slil a peleta dobie
rozklepala. Za mirného vortexovani se pipetou piikapavaly postupné¢ 2 ml ledové
vychlazeného 70 % etanolu. Takto zpracované vzorky se nechaly pfes noc fixovat
V lednici. Dalsi den se zkumavky centrifugovaly 10 min pii 2000 rpm a 4 °C.
Supernatant se slil a peleta dobfe rozklepala. Obsah zkumavek se oplachoval 10 ml
vychlazeného PBS a opét centrifugoval. Supernatant se slil a peleta dobie rozklepala.
Ke kazdému vzorku se pfidalo 0,5 ml vychlazeného PBS a 0,5 ml fosfat-citratového
pufru (0,2 M NayHPQO,4, 0,1 M kyselina citronova, pH 7,8) a inkubovalo 5 min ve tmé
pfi laboratorni teploté. Poté se zkumavky dolily 9 ml wvychlazeného PBS
a centrifugovaly. Supernatant se slil a peleta dobfe rozklepala. Ptidalo se 0,5 ml
Vindelovova roztoku (1,2 g/l TRIS, 0,6 g/l NaCl, 0,01 g/l RNAé&za, 0,05 g/l PI)
a vzorky se inkubovaly 1 h pfi 37 °C v CO; inkubatoru. Poté se resuspendovaly,
pipetovaly do pritokovych zkumavek a méfily na pratokovém cytometru (Cell Lab
Quanta SC MPL Flow Cytometer, Beckman Coulter, USA) vybaveném 488 nm laserem
v FL2 kanalu.
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4.15 Detekce proteini Western blotem

4.15.1 Priprava bunécnych lyzata

Kontrolni a ovlivnéné buiiky (testovand koncentrace c4) v ¢asovych intervalech
24 h a 48 h se pouzily k pfipravé bunécnych lyzati. Buiky ve stfednich pasazovacich
lahvich o objemu 20 ml se seSkrabaly ze dna a suspenze se pienesly do falkonek
o objemu 50 ml. Vzorky se centrifugovaly 10 min pii 1300 rpm a 4 °C (centrifuga
Jouan MR23i, TrigonPlus). Po stoceni se supernatant slil, sediment smichal s 5 ml PBS
a 5 ul 1 mM orthovanadanu sodného. Vzorky se centrifugovaly a po stoceni se
Supernatant opét slil. K sedimentu se ptidalo 0,5 ml ledového lyzovaciho pufru (137
mM NaCl, 10 % glycerol, 1 % octyl-B-D-glukopyranosid, 50 mM NaF, 20 mM TRIS
base pH 8) a 0,5 ul ortovanadanu sodného a dikladné se resuspendovalo. Suspenze se
nasledné prenesly do 1 ml ependorfek a inkubovaly 30 min na ledu. Kazdych 5 min se
vzorky dikladné promichaly. Po skonceni inkubace se vzorky resuspendovaly injekéni
2 ml stiikackou a centrifugovaly 30 min pii 14 000 rpm a 4 °C. Odebiralo se 40 ul
supernatantu pro stanoveni bilkoviny pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA) a zbytek
supernatantu se pienesl do kryozkumavek a zamrazil na -80 °C pro dalsi zpracovani

(elektroforéza).

4.15.2 Elektroforéza a \Western blot

D¢leni proteinit probihalo v prostfedi 15 % polyakrylamidového gelu. Vzorky
natedéné 3xSDS vzorkovym pufrem (0,5 M TRIS-HCI pH 6,8, 20 % glycerol, 1,25 %
SDS, 0,004 % bromfenolova modF) se zahtivaly 5 min pii 95 °C a vychladily v lednici.
Nanasely se v koncentraci bilkoviny 40 pg/ml spolu s 5 pl markeru molekulovych
hmotnosti (Precision Plus Protein™ Dual Color Standard, Bio-Rad). Elektroforéza
probihala v pufrovacim roztoku (25 mM TRIS-HCI pH 8,3, 960 mM glycin, 0,1 %
SDS) pii napéti 200 V a elekrickém proudu 240 mA 50-60 min. Po skonceni
elektroforézy se gely skladaly s membranami do tzv. ,sendvici“ a pienesly do

blotovaciho pufru (25 mM TRIS-HCI, 190 mM glycin, 20 % metanol). Pfenos proteinti
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na PVDF membranu probihal za podminek napéti 100 V a elektrickém proudu 250 mA
po dobu 60 min. Po ukonceni blotovani se membrany promyly v destilované vod¢

a susily pro naslednou imunodetekei.

4.15.3 Imunodetekce

Vysusené membrany se aktivovaly ponofenim do metanolu po dobu 1 min,
oplachovaly 10 min v TBS (0,025 M TRIS-HCI pH 7,5, 0,15 M NaCl), 1 h blokovaly
Vv blokaénim roztoku (5 % roztok suSené¢ho mléka, non-fat dry milk) a pfes noc
inkubovaly s primarnimi protilatkami (anti-Cdc25A 1:100, anti-cyklin B1 1:200, anti-
cyklin D1 1:100, anti-p21 1:200, anti-PCNA 1:1 000, anti-BAX 1:200, anti-XIAP
1:100, anti-p53 1:100 a B-aktin 1:10 000, ktery byl pouzity jako nanaseci kontrola) pii 4
°C. Nasledovalo 6 x 5 min promyvani membran v roztoku TBS-T (0,01M TRIS-HCI pH
8, 0,15 M NaCl, 0,3 % Tween 20) pti 30 °C. Nasledn¢ 1 h inkubace membran se
sekundarni protilatkou (nejcastéji 1:1 000 nebo 1:500) pii 30 °C. Poté promyvani 6 x 9
min v 0,05 % TBS-T pti 30 °C a jednou v TBS po dobu 5 min. Nasledn¢ se membrany
inkubovaly 1 min s ECL roztokem (ECL Western blotting detection kit, Amersham
Biosciences). Nasledovala 1 min expozice membrany na fotograficky film, 1 min se
film oplachoval ve vyvojce a po oplachu vodou dale 1 min v ustalovaci. Doba expozice
membrany na film byla rGznd podle intenzity detekovanych prouzkd. Data byla
analyzovana pomoci Carestream molecular imaging softwaru (Carestream Health, Inc.,
USA).

4.15.4 Kvantitativni hodnoceni Western blotu

Kvantitativni hodnoceni intenzit prouzkll bylo provedeno pomoci analyzatoru
GelLogic PRO 2200 a Carestream molecular imaging softwaru (Carestream Health,

Inc., USA). Intenzita prouzku blotd byla vyjadiena jako procento kontroly (100 %).
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4.15.5 Stanoveni bilkoviny pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA)

Vzorky bunéénych lyzati pro stanoveni bilkoviny byly ctyfikrat natfedéné
destilovanou vodou a v objemu 10 ul se pipetovaly do jamek mikrotitraéni desticky.
Ptidalo se 200 pl roztoku BCA a inkubace probihala 30 min pii 37 °C a 5 % CO,.
Intenzita fialového zbarveni jamek mikrotitracni desticky byla pfimo imérna mnozstvi
bilkoviny a méfila se spektrofotometricky pii 560 nm (Peterson 1979). Vlastni ¢inidlo
se pripravilo smisenim komer¢né dodavanych roztokt A (NaHCO3, Na,CO3, BCAv 0,1
M NaOH) a B (4 % CuS0,.6H,0) v poméru 50:1. Kalibrace se provadéla na standard,

bovinni sérovy albumin (BSA).
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4.16 Stanoveni aktivity kaspazy 3

4.16.1 Priprava bunécnych lyzata

Kontrolni a ovlivnéné bunky (testovana koncentrace c4) V ¢asovych intervalech
6 h—12h—24 h—48h —72 h se seSkrabaly ze dna stfednich pasazovacich lahvi do 50
ml falkonek a stocily v piedchlazené centrifuze (Jouan MR23i, TrigonPlus) 5 min pfi
1500 rpm a 4° C. Supernatant se slil, ke kazdému vzorku se ptidalo 20 ml vychlazeného
PBS bez ionti a vortexovalo. Falkonky se opét centrifugovaly. Supernatant se slil,
k peletam se ptidalo 400 pl lyza¢niho pufru pH 7,4 na vzorek (50 mM HEPES, 5 mM
CHAPS, 5 mM DTT) a suspenze se ptenesla do 1,5 ml zkumavek. Zkumavky se
inkubovaly na ledu 20 min. Po inkubaci se zkumavky centrifugovaly 10 min pii 14 000
rpm a 4°C. Po stoceni se odebraly supernatanty a ihned se stanovovala aktivita kaspazy
3 nebo se prenesly do kryozkumavek a ulozily pti -80 °C k pozd¢jsimu méfeni aktivity

kaspazy 3.

4.16.2 Kinetické méreni aktivity kaspazy 3

Aktivita kaspazy 3 se méfila v 96ti-jamkovych mikrotitraénich destickach za
pouziti kinetické fluorimetrické assay, ktera je zaloZena na hydrolyze peptidového
substratu acetyl Asp-Glu-Val-Asp 7-amido-4-methylkumarinu (Ac-DEVD-AMC)
kaspazou 3. Reakce vedla kuvolnéni fluorescenéniho 7-amino-4-methylkumarinu
(AMC) a tato fluorescence byla detekovana. N-acetyl-L-a-aspartyl-L-a-glutamyl-N-(2-
karboxyl-1-formylethyl)-L-valinamid, Ac-DEVD-CHO, je specificky inhibitor kaspazy
3, a byl pouzity K potvrzeni specifity St€peni kaspazy 3. Fluorescence byla méfena pti
excitacni Aex 360 NM a Aem 465 Nm (spektrofotometr SpektraFluor Plus, Tecan, Salzburg,
Austria). Koncentrace uvolnéného AMC se pocitala ze standardni kalibra¢ni kiivky
AMC. Aktivita kaspazy 3 se vyjadiila jako nmol AMC/min/mg proteinu. Koncentrace
proteinit byla urCena spektrofotometricky pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA)

a bovinniho sérového albuminu (BSA) jako standardu.
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4.17 Fluorescen¢ni mikroskopie

4.17.1 Imunofluorescenc¢ni detekce kaspazy 3

Buniky byly nasazené do cytospinovych komurek Vv hustoté¢ 3 x 10* bundk na
1 ml média a kultivované po dobu 24 h v inkubatoru pii 37 °C a 5 % CO,. Poté byly
buniky ovlivnéné cytostatiky a kultivované po dané casové intervaly. Nésledné se
komiirky centrifugovaly 5 min pii 500 rpm a 4°C. Po stoceni se slilo kultivaéni médium
a buiky se fixovaly Cerstvym roztokem 2% paraformaldehydu po dobu 20 min.
Nasledné se bunky tfikrat oplachovaly roztokem PBS bez iontdi, permeabilizovaly
roztokem TRITON-X 3-5 min a nasledné opét proplachovaly tiikrat roztokem PBS bez
iontll. Nasledovala blokace bun¢k v blokaénim roztoku 1 h (0,5 g suSeného mléka v 10
ml PBS-T; T = Tween 20) pii laboratorni teploté. Poté se bloka¢ni roztok slil a ihned se
aplikovala primarni protilatka proti kaspaze 3 v fedéni 1:100 v mléku (5 % v PBS-T).
Inkubace probihala 1 h pii 4°C. Poté se cytospinové komirky opét tfikrat oplachovaly
roztokem PBS a aplikovala se sekundarni protilatka anti-mysi Alexa Fluor® 488 fedéna
1:250 v 5 % mléku v PBS-T a fluorescen¢ni barvivo DAPI v koncentraci 10 pg/ml pro
barveni jader. Inkubace probihala 45 min pfi laboratorni teploté. Poté se opét tiikrat
oplachovaly PBS a jednou v destilované vodé. Cytospinové komirky se rozebraly
a sklicka lepila k sob& pomoci montovaciho média SlowFade®. Takto pfipravené
preparaty se prohlizely ve fluorescenénim mikroskopu Nikon ECLIPSE E 400 (Nikon
Corporation, Kanagawa, Japan) pfes vhodnou kombinaci filtrii. Fotografie byly
pofizené a analyzované pomoci programu Lucia DI Image Analysis System (Laboratoty

Imaging Ltd., Ceska republika).
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4.18 Statistické vyhodnoceni

Prezentované vysledky jsou primeérem tii nezavislych experimentt. Statisticka
analyza dat byla provedend pomoci statistického programu GraphPad Prism 4.0
(GraphPad software, Inc., San Diego, USA). Vysledky byly srovnavané s kontrolou,
kdy rozdily byly povazované za signifikantni na hladiné¢ vyznamnosti p < 0,05. Pro
komparativni analyzu klinickych vzorkti byl pouzity jednosmémy Anova test
a Dunnettiv post test pro mnohocetné porovnani a také McNemartiv test symetrie
v kontingenc¢ni tabulce. V zddném ptipad¢ nebyla zamitnuta nulova hypotéza. To, Ze
nebyla zamitnuta hypotéza shody, vSak nelze zobecnit tak, Ze se hodnoty pfed a po
rozmrazeni, respektive solidni nador vs ascites nelisi, ale pouze tak, ze jsme rozdil

nenalezli (kvuli relativné malému souboru).
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5. VYSLEDKY

Klinické vzorky

5.1 Vysledky testovani klinickych vzorki

Soubor klinickych vzorkti zahrnoval solidni nadory ovaria a ascitické tekutiny
pacientek s ovaridlnim karcinomem. Do skupiny byly zahrnuty i vzorky pacientek
s recidivou ovarialniho karcinomu (opakovany rust nadoru nebo tvorba ascitu). VVzorky
se testovaly v prubéhu let 2006 - 2011. Celkovy pocet vyhodnocenych vzorku byl 144.
Souhrnna data v tabulce ukazuji, Ze ne kazdy vzorek bylo mozné testovat nebo
vyhodnotit a to z divodu malého mnozstvi vzorku tkané nebo ascitu, piipadné nizké

viability izolovanych bun¢k nebo nulové reakce na MTT.

Tab. 5-1 Piehled testovani souboru klinickych vzorku

Rok Prijaté vzorky Testované vzorky Vyhodnocené vzorky
2006 28 23 22
2007 27 23 18
2008 23 17 17
2009 64 41 36
2010 48 44 33
2011 25 22 18

52



5.1.1 Vysledky testovani solidnich nadoru

Celkem u 83 vzorkd solidnich nadorG ovaria bylo mozné hodnotit jejich
reaktivitu v podminkach in vitro. Data ukazuji nejvyssi citlivost klinickych vzorkt na
topotekan (Topo) 80,6 % a cisplatinu (CisPt) 60,2 %. Naopak nevyssi rezistence byla
zjisténa na gemcitabin (Gmc) 81,4 % a etoposid (Etop) 77,9 %. Vysoka byla také
rezistence na karboplatinu (CBDCA) 54,9 % vzorka. A paklitaxel (PTX) vykazoval

nejcastéji jen hrani¢ni vnimavost a to v 44,6 % vzorkd.

Tab. 5-1-1 Reaktivita vzorkl solidnich nadord v podminkach in vitro

Vzorky solidnich nadori (n = 83)
Cytostatikum vnimavost Vﬂ;‘;r;ij:sit rezistence
n % reaktivity n % reaktivity n % reaktivity

CisPt 50 60,2 20 24,1 13 15,7
PTX 17 20,5 37 44,6 29 34,9
CBDCA 19 23,2 18 21,9 45 54,9
Gmc 7 10,0 6 8,6 57 81,4
Topo 58 80,6 5 6,9 9 12,5
Etop 7 10,3 8 11,8 53 77,9

Buiiky jsou hodnocené jako vnimavé, pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci ptisobi
pokles poctu zivych bunék pod 25 % ve srovnani s kontrolou, hrani¢né vnimavé, pokud
cytostatikum zabiji vice nez 25 % ale méné nez 50 % bunck a rezistentni, pokud

prezivaji nejvyssi testovanou koncentraci cytostatika.
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5.1.2 Vysledky testovani ascitt

Celkem u 61 vzorkl ascitii pacientek s ovaridlnim karcinomem bylo mozné

hodnotit reaktivitu v podminkach in vitro. Nejvy$s§i vnimavost vzorkid ascitii byla

detekovana na topotekan (Topo) 84,5 % a cisplatinu (CisPt) 82,0 % vzorki. Naopak

nejvyssi rezistence byla zjisténa na etoposid (Etop) 76,8 %, gemcitabin (Gmc) 61,7 %

a relativné vysoka byla rezistence také u karboplatiny (CBDCA) 44,3 %. Stejné jako

u vzorkd solidnich nadord, paklitaxel (PTX) vykazoval nejcastéji jen hrani¢ni

vnimavost a to U 50,8 % vzorkd.

Tab. 5-1-2 Reaktivita vzorkl ascitt v podminkach in vitro

Vzorky ascitii (n = 61)

) vnimavost
Cytostatikum

hraniéni
vnimavost

rezistence

n % reaktivity N % reaktivity n % reaktivity
CisPt 50 82,0 7 11,5 4 6,5
PTX 7 11,5 31 50,8 23 37,7
CBDCA 7 11,4 27 44,3 27 44,3
Gmc 15 25,0 8 13,3 37 61,7
Topo 49 84,5 3 5,2 6 10,3
Etop 8 14,3 5 8,9 43 76,8

Buniky jsou hodnocené jako vnimavé, pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci piisobi

pokles poctu zivych bunék pod 25 % ve srovnani s kontrolou, hrani¢né vnimavé, pokud

cytostatikum zabiji vice nez 25 % ale méné nez 50 % bunék a rezistentni, pokud

prezivaji nejvyssi testovanou koncentraci cytostatika.
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5.1.3 Souhrnné vysledKky in vitro testovani klinickych vzorki

Na zakladé vysledki MTT testu bylo celkem plné vyhodnoceno 83 vzorkl
solidnich nadort a 61 asciti, tedy soubor 144 klinickych vzorka. V tomto souboru byla
jako nejefektivnéjsi cytostatika vyhodnocena topotekan 82,3 % a cisplatina 69,4 %.
Rezistence byla nejéast&ji zjisténa na etoposid 77,4 % a gemcitabin 72,3 %. U¢inek
cisplatiny a karboplatiny nebyl identicky. 69,4 % vzorkt bylo vnimavych na cisplatinu,
ale jen 18,2 % vzorkd na karboplatinu. Na Kkarboplatinu byla nejcastéji zjisténa
rezistence a to v 50,3 % vzorki. Na paklitaxel byla nejcastéji zjisténa jen hranicni
vnimavost a to v 47,2 %. Takto ziskané vysledky testovani chemosenzitivity
v podminkach in vitro nerozhoduji o primarni 1é¢bé, ale uplatiuji se az v piipadech
recidivy onemocnéni a nasazeni individudlni vysSi linie chemoterapie. Primarni
a sekundérni linie chemoterapie maji dand schémata. Na vysledky naSeho testovani se

bere zietel az pti recidivach onemocnéni.

Tab. 5-1-3 Celkova reaktivita souboru klinickych vzorkti v podminkach in vitro

Celkova reaktivita klinickych vzorki (%), n = 144
Cytostatikum vnimavost hrani¢ni vnimavost rezistence
CisPt 69,4 18,8 11,8
PTX 16,7 47,2 36,1
CBDCA 18,2 31,5 50,3
Gmc 16,9 10,8 72,3
Topo 82,3 6,2 11,5
Etop 12,1 10,5 77,4

Buniky jsou hodnocené jako vnimavé, pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci piisobi
pokles poctu zivych bunék pod 25 % ve srovnani s kontrolou, hrani¢n¢€ vnimavé, pokud
cytostatikum zabiji vice nez 25 % ale méné nez 50 % bunck a rezistentni, pokud

ptezivaji nejvyssi testovanou koncentraci cytostatika.
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5.2 Porovnani reaktivity Cerstvé izolovanych a rozmrazenych vzorki

solidnich nadora a ascitu

Z 39 rozmrazenych vzorkid jich bylo mozné otestovat 27, z toho 16 solidnich
nadord a 11 ascitl. Ziskali jsme 108 parovych hodnot, kdy reaktivita zlstala stejnd u 54
(50 %) parovych hodnot, reaktivita byla po rozmrazeni vyssi u 26 (24,1 %) parovych
hodnot a naopak niz$i u 28 (25,9 %) parovych hodnot (Obr. 5-2A, Tab. 5-2B).
Statisticky vyznamny rozdil v reaktivité solidnich nadorti a asciti nebyl pozorovany.
Vysledky vSak mohou byt ovlivnéné malym poctem dat v souboru. Po rozmrazeni byla
pozorovana vyss§i viabilita bun€k izolovanych z asciti oproti bunikam ze solidnich

nadoru.

Parové hodnoty reaktivity pred/po rozmrazeni

B beze zmény M zvySend reaktivita [JsniZena reaktivita

Obr. 5-2A Porovnani parové reaktivity Cerstvé izolovanych a rozmrazenych bunék
klinickych vzorkdi ovaridlnich karcinomt. Cisla vyjadfuji poéty parovych hodnot,

jejichz reaktivita se pted a po rozmrazeni nelisila, byla zvysend nebo naopak snizena.

Tab. 5-2B Vysledky testovani chemosenzitivity in vitro - cerstvé izolované

a rozmrazené bunky. Pocet ptipadt (vyjadieni v procentech).

Reaktivita CisPt PTX CBDCA Gmc Topo Etop

nezménénd 14 (51,9%) 10(40,0%) 10(455%) 6(500%) 5(455%) 9 (81,8 %)
zvisend  6(222%) 7(280%) 5(22,7%) 5(41,7%) 4(364%) 1(9,1%)
snizena  7(259%) 8(32,0%) 7(318%) 1(83%)  2(181%) 1(9,1%)
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5.3 Porovnani reaktivity solidniho nadoru a ascitu téze pacientky

V souboru pacientek se podatilo vybrat 19 parovych vzorka, solidnich nadort
a asciti téze pacientky a bylo ziskano 105 parovych hodnot, jejichz reaktivita se
porovnavala. Reaktivita solidniho nadoru a ascitu se neménila u 73 (69,5 %) parovych
hodnot, reaktivita byla u ascitu v porovnani se solidnim nadorem vyssi u 19 (18,1 %)
parovych hodnot a reaktivita byla u ascitu v porovnani se solidnim nadorem nizsi u 13

(12,4 %) parovych hodnot (Obr. 5-3A, Tab. 5-3B).

Parové hodnoty reaktivity solidni nador/ascites

B beze zmény [Isnizena reaktivita

[ zvySena reaktivita

Obr. 5-3A Porovnani parové reaktivity solidnich nadorti a asciti téze pacientky
v souboru klinickych vzorktl ovarialnich karcinomtl. Cisla vyjadfuji poéty parovych
hodnot, jejichz reaktivita se u parovych vzorkt solidni nador - ascites nelisila, byla

zvySena nebo naopak sniZena.

Tab. 5-3B Vysledky testovani chemosenzitivity in vitro — solidni versus ascites téze

pacientky. Pocet pfipadd (vyjadieni v procentech).

Reaktivita CisPt PTX CBDCA Gmc Topo Etop

nezménéna 15(79,0%) 11(57,9%) 15(83,3%) 9(56,3%) 13(76,5%) 9 (60,0%)
zvySena 2(105%) 4(21,05%) 1(56%) 6(375%) 1(559%) 5(333%)
sniZzena 2(105%) 4(21,05%) 2(11,1%) 1(62%) 3(176%) 1(6,7%)
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5.4 Porovnani reaktivity vzorku téze pacientky v Case

Ze souboru pacientek s ovarialnim karcinomem se podafilo vybrat celkem 10
pacientek, u kterych jsme méli k dispozici vzorky po opakovanych odbérech v disledku
recidivy onemocnéni. Z toho byly tfi solidni nadory a sedm ascitl, s minimaln¢ 2
a maximalné¢ 5 opakovanymi odbéry vzorkd. Bylo ziskdno 53 parovych hodnot
reaktivity. U dvou vzorkd byla reaktivita v ¢ase nahodila, tyto nebyly do souboru
zahrnuty. Ostatni vykazovaly shodnou reaktivitu u 33 (62,2 %) parovych hodnot nebo
postupné v ¢ase zvysenou 9 (17 %) nebo naopak snizenou 11 (20,8 %) reaktivitu (Obr.

5-4A, Tab. 5-4B).

Recidivy sledované v case

[Obeze zmény [ zvySena reaktivita M snizena reaktivita

Obr. 5-4A Vysledky testovani chemosenzitivity in vitro — opakované odebrané vzorky
pacientek s recidivou ovarialniho karcinomu sledované v &ase. Cisla vyjadiuji poéty

parovych hodnot, jejichz reaktivita se v ¢ase nelisila, byla zvySena nebo naopak snizena.

Tab. 5-4B Vysledky testovani chemosenzitivity in vitro — vzorky téze pacientky
odebirané¢ postupné¢ v case, opakované odbéry v disledku recidivy ovaridlniho

karcinomu. Pocet piipadu (vyjadieni v procentech).

Reaktivita CisPt PTX CBDCA Gmc Topo Etop

nezménénd 7 (778%) 2(250%) 6(66,7%) 6(66,7%) 5(556%) 7 (77.8%)
zvyiena 0(0%) 3(37.5%) 2(222%) 3(333%) 0(0%)  1(1L1%)
snizena  2(222%) 3(375%) 1(11,1%) 0(0%)  4(444%) 1(11,1%)
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Bunééna linie A2780

5.5 Test metabolické aktivity MTT

Utinek testovanych cytostatik na proliferaci bundéné linie A2780 byl po
72 h inkubace s cytostatiky vyhodnoceny pomoci testu metabolické aktivity MTT (Obr.
5-5A, B). Nejvyssi inhibici proliferace vykazovaly buniky po ovlivnéni gemcitabinem,
paklitaxelem a topotekanem. Buné¢na linie byla méné vnimava k cisplatiné a etoposidu.
pro kazdé z cytostatik byla vybrana pro dalsi testovani pravé na zakladé opakované
shodnych vysledki MTT testi. Bylo provedeno devét nezavislych experimentd
Vv riznych pasazich linie A2780.
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Obr. 5-5A Antiprolifera¢ni efekt testovanych cytostatik na buiikky A2780 detekovany
pomoci MTT testu, souhrnny graf. CisPt — cisplatina, PTX — paklitaxel, CBDCA —
karboplatina, Gmc — gemcitabin, Topo — topotekan, Etop — etoposid. Vysledky

reprezentuji primeér z deviti nezavislych experimentd.
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Obr. 5-5B Antiproliferaéni efekt testovanych cytostatik na buiky linie A2780

detekovany pomoci MTT testu. * = statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p < 0,05.
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5.6 WST-1 test metabolické aktivity a celkovy obsah proteinii

Utinek testovanych cytostatik na proliferaci bunééné linie A2780 byl
vyhodnoceny také pomoci WST-1 testu metabolické aktivity a také méfenim celkového
obsahu proteind barvenim Coomassie Brilliant Blue po 72 h inkubaci s cytostatiky (Obr.
5-6A, B). Nejvyssi inhibici proliferace vykazovaly buiiky ovlivnéné gemcitabinem,
paklitaxelem a topotekanem. Bunééna linie byla mén¢ vnimava k cisplatiné a etoposidu.
Nejnizsi byla vnimavost ke karboplating.

Celkovy obsah proteinti stanoveny metodou barveni Coomassie Brilliant Blue
ovlivnéni gemcitabinem a topotekanem.

Tyto vysledky jsou primérem tii nezavislych experimentt. Vysledky obou testi,
MTT a WST-1, poskytly shodné vysledky citlivosti bunééné linie A2780 na testovana
cytostatika.
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Obr. 5-6A Vysledky WST-1 testu metabolické aktivity u bunééné linie A2780. * =
statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p < 0,05.

Nejnizsi metabolicka aktivita bunék byla zaznamenana po ovlivnéni

paklitaxelem, gemcitabinem a topotekanem.
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Obr. 5-6B Vysledky méfeni celkového obsahu proteini metodou barveni Coomassie
Brilliant Blue u bunécné linie A2780. * = statisticky vyznamny rozdil proti kontrole,
p <0,05.

Nejvyssi obsah proteinit byl detekovany Vv bunikdch ovlivnénych etoposidem

cv w7
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5.7 Dynamické méreni bunééné proliferace pomoci systému xCELLigence

Antiproliferacni efekt testovanych cytostatik na linii A2780 byl hodnoceny také
pomoci xCELLigence syst¢ému a hodnoty EC50 byly ur¢ené pomoci RTCA softwaru po
72 h inkuba¢nim intervalu (Obr. 5-7A). Nejvyssi hodnoty EC50 byly ziskané po
ovlivnéni karboplatinou. Vysoka hodnota EC50 byla zaznamenana také po ovlivnéni
cisplatinou a etoposidem. Naopak nejniz§i hodnota byla ziskand po ovlivnéni

paklitaxelem. Vysledky reprezentuji hodnoty ze tii nezavislych experimentd.

100 - 3,83-101
i
10 -
%; 1 -5,59-101
= T 2,92:101
g I
w 0,1 A
[-T]
)
- 1,54-102 1,47-102
0,01 - 4,72:103
0,001 T T T T T 1
CisPt PTX CBDCA Gmc Topo Etop

Obr. 5-7A Grafické znazornéni zavislosti mezi hodnotami EC50 ziskanymi pomoci
XCELLigence, RTCA software. CisPt — cisplatina, PTX — paklitaxel, CBDCA —
karboplatina, Gmc — gemcitabin, Topo — topotekan, Etop — etoposid.

Z divodu velkého rozdilu mezi hodnotou EC50 pro karboplatinu a ostatni cytostatika

byl pouzity logaritmus EC50.

Porovnani hodnot EC50 ziskanych pomoci xCELLigence a MTT testu (Tab. 5-

7B) poskytuje informaci o tom, Ze citlivost systému xCELLigence je vyssi oproti MTT

ziskané pomoci MTT testu a xCELLigence nachazeji ve shodnych intervalech slovniho

hodnoceni reaktivity vzorkd, tj. vhimavy, hrani¢n€ vnimavy.
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Tab. 5-7B Srovnani hodnot EC50 ziskanych pomoci MTT testu a RTCA softwaru
(XCELLigence). CisPt — cisplatina, PTX — paklitaxel, CBDCA — karboplatina, Gmc —
gemcitabin, Topo — topotekan, Etop — ectoposid. A2780 jsou vysoce citlivé ke

gemcitabinu a topotekanu, EC50 uréena MTT testem lezi pod hodnotou minimalni

testované koncentrace cytostatik. NA — not applicable, z intervalové hodnoty se neda

urcit hodnota smérodatné odchylky.

Pramérna hodnota EC50 (ug/ml) £ STD
Cytostatikum xCEL Ligence MTT

CisPt 5,59-10"+1,87-107 1,36-10°+7,55-10™

PTX 4,72-103+5,65-10* <7,81-10"+4,67-10"
CBDCA 3,83-10%+6,06-10° 1,37-10%+5,16:10°

Gme 1,54-10%£6,17-10° < 4,69-10°+ NA

Topo 1,47-10%£2,60-10° <7,81-10" £ NA

Etop 2,92:10+3,25-10 1,88-10%+4,18-102
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5.8 Morfologicka studie

K vyhodnoceni morfologickych zmén bune¢k A2780 po ovlivnéni testovanymi
cytostatiky stfedni inhibi¢ni koncentraci ¢4 byla pouzitda Casosbérna mikroskopie
kontrolnich a ovlivnénych bun¢k pomoci svételného mikroskopu Olympus IX70 pii
zvétseni 400x a Casovych intervalech 0 h, 24 h, 48 h a 72 h (Obr. 5-8). Buiky linie
A2780 jsou epiteloidni, s ovalnymi jadry a vyraznymi jadérky, maji proménlivy tvar
a rostou ve shlucich jednotlivych bunck. Zatimco kontrolni bunky proliferovaly
a zvysovaly svoji konfluenci, ovlivnéné burniky postupné ztracely adherenci k povrchu,
zakulacovaly se a vykazovaly intenzivni ,,blebbing*, tedy vytvarely cytoplazmatickou
membranou ohrani¢ené protruze typické pro smrt buiiky apoptéozou. Nejdiive byly
morfologické zmény patrné u bunék ovlivnénych paklitaxelem, dale pak gemcitabinem,
topotekanem a etoposidem. Tyto zmény se s prodluzujicimi se Casovymi intervaly
zvyraznovaly, naopak minimalni morfologické zmény byly pozorované u bunék

ovlivnénych karboplatinou.
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Obr. 5-8 Proliferace bun¢k A2780 ovlivnénych stiedni inhibiéni koncentraci 4
testovanych cytostatik v intervalu 72 h c¢asosbérnou mikroskopii pomoci Olympus
IX70, zvétseni 400x, méfitko 100 pum.
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5.9 Analyza bunécného cyklu — barveni propidium jodidem

Vliv testovanych cytostatik na distribuci fazi bunééného cyklu byl stanoveny
pomoci pritokové cytometrie a barveni propidium jodidem. Testovana cytostatika ve
sttedni inhibi¢ni koncentraci ¢4 ménila distribuci fazi bunééného cyklu bunck A2780
v Casovych intervalech 3 h — 6 h — 12 h — 24 h (Obr. 5-9). Cisplatina, karboplatina
a gemcitabin zvysSovaly podil bunék v G1/S fazi bunééného cyklu. Topotekan a etoposid
indukovaly hromadéni bun¢k v S fazi, tento efekt byl prodlouzeny u bunék ovlivnénych
topotekanem. Paklitaxel blokoval bunéény cyklus v G2 fazi cyklu az do $esté hodiny po

ovlivnéni, nasledné se pak zvySovala S faze ve 12 h a G1 faze ve 24 h.
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Obr. 5-9 Zmény v distribuci fazi bunééného cyklu u bun¢k A2780 ovlivnénych stiedni

inhibi¢ni koncentraci ¢4 testovanych cytostatik v intervalech 3h—6h—12 ha 24 h.
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5.10 Detekce proteini Western blotem

5.10.1 Detekce prolifera¢nich markeri pomoci Western blotu

Cytostatika ve stfedni inhibi¢ni koncentraci ¢4 po 24 h od ovlivnéni ménila
expresi proteinovych markerti bunééného cyklu (Obr. 5-10-1A, B). Exprese Cdc25A
proteinové fosfatazy byla zvySena po ovlivnéni vSemi testovanymi cytostatiky, nejvyssi
hodnoty byly zaznamenané po ovlivnéni topotekanem a gemcitabinem, dale pak
etoposidem a karboplatinou. Exprese cyklinu Bl byla zvysena po ovlivnéni vSemi
testovanymi cytostatiky s vyjimkou etoposidu. Nejvyznamnéjsi bylo zvySeni po
ovlivnéni gemcitabinem, dale pak karboplatinou, paklitaxelem, topotekanem
a cisplatinou. Exprese cyklinu DI byla zvySend po ovlivnéni topotekanem
a etoposidem, naopak sniZzena po ovlivnéni paklitaxelem, karboplatinou a hlavné
gemcitabinem. Exprese p2l byla zvySena po ovlivnéni topotekanem, etoposidem,
paklitaxelem and gemcitabinem. Exprese PCNA byla zvySend po ovlivnéni
gemcitabinem, etoposidem, karboplatinou, topotekanem a mimé& po ovlivnéni
paklitaxelem.

Po 48 h inkubace s cytostatiky byla exprese Cdc25A proteinové fosfatazy
sniZzend po ovlivnéni vSemi testovanymi cytostatiky. Exprese cyklinu B1 byla snizena
po ovlivnéni paklitaxelem, gemcitabinem a topotekanem, naopak byla zvySena po
ovlivnéni etoposidem. Exprese cyklinu D1 byla snizena u vSech testovanych cytostatik.
Vyrazné zvySena exprese p2l se objevila po 48 h u cisplatiny. Exprese PCNA byla

nepatrné zvysena po ovlivnéni cisplatinou, paklitaxelem a karboplatinou.
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Obr. 5-10-1A Zmény exprese markert buné¢né proliferace u bunék A2780 po ovlivnéni
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Obr. 5-10-1B Zmény exprese markerd bunééné proliferace u bunék A2780 po ovlivnéni
testovanymi cytostatiky (koncentraci ¢4) v prib&hu 48 h.

Kvantitativni hodnoceni intenzit prouzki bylo provedeno pomoci analyzatoru GelLogic
PRO 2200 a Carestream molecular imaging softwaru (Carestream Health, Inc., USA).
Intenzita prouzku blott byla vyjadiena jako procento kontroly (100 %).

K — kontrola, CisPt — cisplatina, PTX — paklitaxel, CBDCA - karboplatina, Gmc —
gemcitabin, Topo — topotekan, Etop - etoposid.
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5.10.2 Detekce apoptickych markert pomoci Western blotu

Cytostatika testovana ve stfedni inhibi¢ni koncentraci c4 ovlivnila také expresi
apoptickych markerti u modelovych bunék A2780 (Obr. 5-10-2A, B). Exprese Bax byla
snizena po ovlivnéni karboplatinou a paklitaxelem. Exprese p53 byla zvySena po
ovlivnéni topotekanem. Exprese XIAP jako inhibitoru apoptickych proteint, obzvlast
kaspazy 3 a 7, byla zvySena po ovlivnéni gemcitabinem, etoposidem, paklitaxelem
a karboplatinou, ale sniZzena po ovlivnéni topotekanem.

Po 48 h inkubace s cytostatiky se exprese Bax zvysila po ovlivnéni topotekanem,
etoposidem a také po ovlivnéni gemcitabinem a cisplatinou, exprese Bax se naopak
snizila u paklitaxelu a karboplatiny. Exprese XIAP byla zvySena po ovlivnéni
cisplatinou, karboplatinou a etoposidem, naopak snizena po ovlivnéni paklitaxelem,
topotekanem a gemcitabinem. Exprese p53 byla vyrazné zvySena po ovlivnéni

gemcitabinem a topotekanem.
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Obr. 5-10-2A Zmény exprese proteinti apoptickych markert u bun¢k A2780 po
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Obr. 5-10-2B Zmény exprese proteinti apoptickych markerd u bunék A2780 po

ovlivnéni testovanymi cytostatiky (koncentraci €4) v prubéhu 48 h.
Kvantitativni hodnoceni intenzit prouzki bylo provedeno pomoci analyzatoru GelLogic
PRO 2200 a Carestream molecular imaging softwaru (Carestream Health, Inc., USA).

Intenzita prouzku blotti byla vyjadiena jako procento kontroly (100 %).

K — kontrola, CisPt — cisplatina, PTX — paklitaxel, CBDCA - karboplatina, Gmc —

gemcitabin, Topo — topotekan, Etop - etoposid.

80



5.11 Stanoveni aktivity kaspazy 3

Aktivita kaspazy 3 byla stanovend pomoci kinetické fluorimetrické assay.
Cytostatika testovana ve stfedni inhibi¢ni koncentraci c4 ovlivnila aktivitu kaspazy 3
v pribéhu 6 h — 12 h — 24 h — 48 h - 72 h inkubace (Obr. 5-11). Nejniz$i aktivita
kaspazy 3 byla detekovana po ovlivnéni karboplatinou. Naopak nejrychlejsi nastup
a nejvyssi hodnoty aktivity kaspazy 3 byly zaznamenané po ovlivnéni topotekanem.
V ptipad¢ ostatnich testovanych cytostatik byla nejvyssi aktivita kaspazy 3 shodné
detekovana po 24 h od ovlivnéni bunék cytostatiky.
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Obr. 5-11 Zmény aktivity kaspazy 3 u bunék A2780 ovlivnénych stfedni inhibi¢ni
koncentraci C4 testovanych cytostatik v intervalu 72 h. K — kontrola, CisPt — cisplatina,
PTX — paklitaxel, CBDCA — karboplatina, Gmc — gemcitabin, Topo — topotekan, Etop —
etoposid. # signifikantn¢ vyssi oproti kontrole v 6 h intervalu, * signifikantné vyssi
oproti kontrole ve 12 h intervalu, ** signifikantné vyssi oproti kontrole ve 24 h
intervalu, + signifikantn¢ vyssi oproti kontrole ve 48 h intervalu, ~ signifikantné vyssi
oproti kontrole v 72 h intervalu. Data byla analyzovana pomoci Studentova t-testu, kde

p < 0,05 bylo povazovano za statisticky vyznamné.
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5.12 Fluorescen¢ni mikroskopie

Testovana cytostatika ve stfedni inhibiéni koncentraci ¢4 V prabéhu 72 h
u cilovych bun¢k indukovala apoptézu a tedy i produkci efektorové kaspazy 3, kterou
jsme detekovali pomoci specifické protilatky anti-mysi Ig Alexa Fluor™ 488 jako
zelenou fluorescenci (obr. 5-12A, 5-12B). Gemcitabin, topotekan a etoposid indukovaly
nejvyssi aktivitu kaspazy 3. Cisplatina a paklitaxel indukovaly aktivitu kaspazy 3 jen
slabé a to v intervalu 48 hodin po ovlivnéni. Minimalni fluorescence byla detekovana
po ovlivnéni karboplatinou. V piipad¢ paklitaxelu a etoposidu byla zachycena
morfologie tzv. “mitotické katastrofy*, kdy se v preparatech vyskytovalo velké

mnozstvi fragentovanych bunéénych jader (vyrazné modra fluorescence).
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Obr. 5-12A: Fluorescenc¢ni detekce kaspazy 3 v bunkach linie A2780. Kontrolni

cisplatina

paklitaxel

karboplatina

a bunky ovlivnéné stiedni inhibi¢ni koncentraci ¢4 cisplatiny, paklitaxelu a karboplatiny

Vv Casovych intervalech 24 — 48 — 72 hodin. Zelena fluorescence — kaspdza 3, modra

fluorescence — bunééna jadra barvena DAPI. Méfitko 100 um.
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Obr. 5-12B: Fluorescencni detekce kaspazy 3 v bunkach linie A2780. Kontrolni

gemcitabin

topotekan

etoposid

a bunky ovlivnéné stiedni inhibi¢ni koncentraci ¢4 gemcitabinu, topotekanu a etoposidu
Vv ¢asovych intervalech 24 — 48 — 72 hodin. Zelena fluorescence — kaspdza 3, modra

fluorescence — bunécna jadra barvena DAPI. Métitko 100 pm.
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6. DISKUSE

Ovarialni karcinom predstavuje nejcastéjsi pticinu umrti mezi gynekologickymi
malignitami v polulaci ¢eskych Zen, dosahuje az 47 % vSech ptipadi (Sedlakova
2011a). Incidence onemocnéni ma rostouci tendenci a mortalita se za poslednich 20 let
vyrazn¢ nezmeénila. Problematika ovarialniho karcinomu a jeho 1é¢by ma proto svij
vyznam.

Protinddorovd chemoterapie zaznamenala v minulych desetiletich vyznamny
rozvoj. Pivodné byla pouze doplitkovou lécbou, ale postupné nabyla vyznamu
standardni 1é¢ebné metody a stala se rovnocennou lécbé chirurgické a radioterapii.
SouCasna chemoterapie je =zalozena prevazné na empirickych zkuSenostech
a generalizaci vysledkt rozsahlych klinickych studii, aniz by respektovala individualitu
nemocného a biologickou odlisnost kazdého nddoru. Je vysoce pravdépodobné, ze
zohlednéni faktord individuality a moznosti jejich posouzeni mize optimalizovat vybér
protinadorovych 1€Civ 1 jejich davky, coz ve svych dasledcich mize ptiznivé ovlivnit
terapeuticky efekt a sniZi riziko nezadoucich G¢inki (Chumchalova 2000). Pokud je
dany nador viici podavanému cytostatiku rezistentni, pak bez ohledu na statistické
vysledky randomizovanych klinickych studii nemtizeme u daného pacienta ocekavat
léCebny efekt. Pacient je zbytecné zatéZovany toxickou latkou a zbytecné také trpi
nezadoucimi U¢inky chemoterapie. Pribéh onemocnéni se tak muze také zhorsit
oslabenim metabolismu a pfirozenych obrannych mechanismii nemocného, ptipadné
vznikem dal$ich mutaci nadoru (Tala¢ 2000). Uginek cytostatik neni piisné specificky
pro nadorové buiiky, ale ptisobi toxicky i na normalni bunky.

Lécba v onkologii sméfuje k individualizaci. ,,Personalizovana medicina® je
smér, jehoz cilem je co nejvetsi zvySeni uCinnosti terapie s minimalnim zatizenim
pacienta. Jednim ze zplsobi, jak toho dosahnout je hodnoceni citlivosti nadorové
bunécné populace k cytostatikim v podminkach ex vivo s cilem vybéru cytostatika
s maximalni u¢innosti a eliminaci 1éCiva neucinného (Michalova 2008). Eliminace

neucinného preparatu na zaklade vysledku in vitro zvySuje Sance na 1é¢ebny Gspéch.
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Velka cast testli chemorezistence stale lezi v oblasti vyzkumu a neuplatituje se
v rutinni klinické praxi. Ale neustaly vyvoj v této oblasti slibuje zlepSeni klinickych

aplikaci a individudlni pfistup v 1écbé nadori (Hatok 2009).

In vitro testy chemosenzitivity jsou vhodnym prosttedkem moznosti
individualizace 1€cby pacientek s ovaridlnim karcinomem. V systémové chemoterapii
nadorovych onemocnéni se pouzivaji léebna schémata ovéiend klinickymi studiemi.
neuspésné primarni, piipadné sekundarni terapii je vybér cytostatik omezeny a dalsi
volba neni standardizovand. Ale ani statisticky nejefektivnéj$i zplsob terapie neni
zarukou uspésné 1éCby a vzdycky existuje jisty podil pripadi dané diagnozy,
u kterych neni dosazeno ocekavaného ucinku chemoterapie (Michalova 2008). Kazdy
nador, prestoze je jednotné morfologicky klasifikovany, je tvofeny heterogennimi
populacemi buné¢k, které mohou mit odlisné molekuldrni vlastnosti, které ptredurcuji
jejich proliferacni aktivitu, pohotovost k apoptoéze, metastaticky potencial nebo také

stupen citlivosti k aplikované terapii (Lichy 2000).

Nasim cilem bylo na souboru klinickych vzorki sledovat jejich reaktivitu na
panel Sesti testovanych cytostatik. Testované byly cisplatina, paklitaxel, karboplatina,
gemcitabin, topotekan a etoposid. Prvni tii cytostatika se aplikuji v klinické praxi
k 16€bé ovarialniho karcinomu v prvni linii chemoterapie, gemcitabin a topotekan se
uplatniuji v alternativnich reZimech druhé a vyssi linie chemoterapie a etoposid se dnes
Vv 1é¢bé ovarialniho karcinomu téméf nepouziva. Prvni linie chemoterapie byla
potvrzena studiemi GOG 111, EORTC-GCCG a NOCOVA (Tala¢ 2000).

Testovand cytostatika maji rozdilny mechanismus ucinku. Alkylacni latky,
cisplatina a karboplatina, vytvari inter- a intra-fetézcové prekiizeni (Conklin 2004). Tato
cytostatika plisobi v kterékoli fazi bunécného cyklu, nejsou tedy fazoveé specificka.
Taxanovy derivat, paklitaxel, blokuje bunééné déleni stabilizaci mikrotubuld.
Chromozoémy jsou proto neschopné dosdhnout metafazické konfigurace. Tento proces
blokuje progresi mitdzy a prodluzuje aktivaci mitotickych kontrolnich bodt nebo navrat

do G faze bunééného cyklu bez bunééného déleni (Bharadwaj 2004; Brito 2008).

86



Ovlivnéné buiiky jsou zastaveny v G2/M fazi bunécného cyklu. Pyrimidinovy analog,
gemcitabin, inhibuje proces potiebny pro syntézu DNA (Plunkett 1995). Inhibitor
topoizomerazy I, topotekan, se interkaluje mezi DNA baze. Tato interkalace naruSuje
proces replikace DNA v mistech vazby topotekanu. Procesy brani replikaci DNA
a vedou k bunécné smrti (Staker 2002). Topotekan tedy pusobi v S fazi bunécného
cyklu a nerozviji se na né mnohoCetna Iékova rezistence. A kone¢né inhibitor
topoizomerazy II, etoposid, vytvari ternarni komplexy s DNA a topoizomeraza II brani
opétovnému svazani DNA fetézci. To zplisobuje chyby v syntéze DNA a vede k
apoptoze bunky (Gordaliza 2004). Na rozdil od topotekanu se po aplikaci etoposidu

velmi €asto rozviji mnohocetna 1ékova rezistence, fenotyp MDR.

Dil¢i cile prace zahrnovaly hodnoceni reaktivity souboru klinickych vzorka na
testovana cytostatika in vitro, testovani klinickych vzorkd po jejich kryokonzervaci,
srovnani reaktivity bun€k izolovanych ze solidniho nédoru a ascitu téze pacientky,
sledovani reaktivity vzorkl v ¢ase pfi recidivich onemocnéni a dale pak testovani
referenci bunééné linie A2780.

Testovani souboru klinickych vzorkll pfineslo nasledujici vysledky. Pokud
nebudeme uvazovat etoposid, ktery se dnes pouziva v 1é¢bé ovarialniho karcinomu jen
velmi vyjimecné, byla nejvyssi rezistence in Vitro zjisténa na gemcitabin a karboplatinu.
Citlivost ovarialnich nadorovych bunék k topotekanu a cisplatiné zminuji také dalsi
studie (Cwiertka 2000; Kostec¢ka 2003; Cloven 2004). Na karboplatinu byla ve srovnani
s cisplatinou Castéji zjisténa rezistence in vitro a to platilo pro solidni nadory i pro
ascity. Podstatn¢ vyssi vyskyt rezistence na karboplatinu v porovnani s cisplatinou také
potvrzuji jiné studie (Holloway 2002; Cloven 2004; Saitou 2009). Pti soucasné primarni
lécbeé ovarialniho karcinomu platinovym preparatem v Kkombinaci karboplatina
a paklitaxel, by bylo na zaklad¢ zjisténych vysledku vhodné ¢astéji pouzivat cisplatinu.
Vysledky opakované ukazuji vyrazné nizsi vyskyt rezistence u cisplatiny v porovnani
s karboplatinu, jak také zminuje prace nasich kolegii (Sedlakova 2010). Poslednim
testovanym cytostatikem byl paklitaxel, na ktery byla nejcastéji zjisténa jen hranicni

vnimavost.
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Topotekan, ktery se pouziva k 1é¢bé metastatického ovarialniho karcinomu,
malobunécného plicniho karcinomu a karcinomu délozniho Cipku podle doporuceni
Vladni agentury USA pro potraviny a léc¢iva (FDA), vykazoval opakované vysokou
senzitivitu pfi testovani in vitro. Tyto vysledky vedou K mysSlence ptednostné ho
pouzivat v sekundarni 1é¢bé ovaridlniho karcinomu, pfipadné¢ zménit 1 schéma
standardni primdrni terapie ovarialniho karcinomu v pfipadé, Ze budou vysledky
klinickych studii uspésné (Tosner 2009). Podle vysledkt klinické studie, vedené na
nizozemském institutu pro vyzkum rakoviny, ma topotekan u¢innost pfinejmensim
srovnatelnou s paklitaxelem a to s vy$§im procentem odpovédi a signifikantné
pozdé&jsim nastupem recidivy (Huinink 1997). Jina klinicka studie se zabyvala aplikaci
trojkombinace cytostatik karboplatina, paklitaxel a topotekan pii 1é¢bé ovarialniho
karcinomu. Vysledky ale nepiinesly zadné zlepseni v podob¢ oddaleni ¢asu do progrese
onemocnéni Nebo prodlouzeni doby pieziti po pfidani tietiho cytostatika.

Rozdilna reaktivita klinickych vzorkii na panel testovanych cytostatik ma své
pric¢iny. VSeobecné je z literatury znamo, ze mezi tyto piiciny patii individualni genotyp
a fenotyp kazdého pacienta, geneticka variabilita v 1é¢ivo metabolizujicich enzymech
a transportnich systémech, genovy polymorfismus nebo vyskyt sekvencnich variant
v populaci (Meyer 2000). Na druhé strané je ucinek protinadorového 1é€iva zavisly také
na povaze léCivé latky, tedy zda jde o latku hydrofobni, hydrofilni, se schopnosti
prochazet lipidovou dvojvrstvou, zalezi také na velikosti molekuly a s tim souvisejici
difazi.

Rozvoj rezistence na podavanou cytostatickou 1é¢bu je hlavni pficinou
neuspésné terapie a vysoké mortality u ovaridlniho karcinomu. Geisler et al.
v Gynecologic Oncology v roce 2007 publikovali vysledky prace, v niz se vénovali
extrémni 1ékové rezistenci u pacientek po predchozi aplikaci paklitaxelu. Pouze
u malého procenta zen (10,3%) se ukazalo, Ze jejich nador nebyl rezistentni na
paklitaxel. Maly pocet nizké 1ékové rezistence a vysoké procento extrémni 1ékové
rezistence nalezené na paklitaxel v této praci po predchozi aplikaci karboplatiny
a paklitaxelu otevira otazku jeho opakovaného uziti pfi recidivé onemocnéni u téchto

pacientek (Geisler 2007).

88



Holloway et al. publikovali, Ze Zeny 1é¢ené cytostatiky spadajicimi do skupiny
extrémni lékové rezistence zjisténé pfi testovani in vitro mély signifikantné krat$i dobu
preziti ve srovnani se zenami, které dostaly cytostatika s nizkou rezistenci zjisténou in
vitro. Tato studie 119 vzorkl epitelidlnich ovaridlnich karcinomii nalezla extrémni
1ékovou rezistenci v celych 89 % piipadu (Holloway 2002).

V souvislosti s rozvojem rezistence na podavanou cytostatickou 1é¢bu
u pacientek s karcinomem ovaria, provedli kolegové z Porodnické a gynekologické
kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové studii. V ni sledovali expresi proteinti
souvisejicich pravé srozvojem rezistence u souboru klinickych vzork a sledovali
korelaci mezi expresi p-glykoproteinu, proteint rezistence MRP, MRP3 a MRP5
a vysledky chomorezistence ur¢ené MTT testem v podminkach in vitro. Zaznamenané
byly vys$i hodnoty p-gp, MRP, MRP3 a MRP5 u pacientek s recidivou onemocnéni
a prokazané byly také vyssi hodnoty p-gp a MRP u pacientek chemorezistentnich in
vitro podle MTT testu. Ze stanovenych proteinu rezistence se jako nejperspektivnéjsi

u karcinomu ovaria jevi p-gp a MRP, jak uvadi prace autort (Sedlakova 2012).

Po hodnoceni celkové reaktivity souboru klinickych vzorki bylo nasim dalSim
cilem srovnani reaktivity vzorkd solidnich nadorti nebo ascitii pacientek s ovarialnim
karcinomem pied a po jejich kryokonzervaci. Nami ziskana data ukazuji, ze polovina
srovnavanych parovych hodnot vykazuje shodnou reaktivitu, Cctvrtina zvySenou
a zbyvajici Ctvrtina sniZzenou reaktivitu na testovand cytostatika po kryokonzervaci
vzorkl. Nebyl zjistény statisticky vyznamny rozdil v reaktivité izolovanych bunék pred
a po jejich zamrazeni. Tyto slibné prvni vysledky vsak bude potieba potvrdit jesté na
vétsim souboru klinickych vzorka. Pokud by se potvrdila hypotéza, Ze kryokonzervace
a nasledné rozmrazeni vzorkil neovlivituje jejich reaktivitu vici cytostatikiim, bylo by
toho mozné vyuzit k odloZeni in vitro testovani chemosenzitivity v ptipadech, kdy to
neni okamzité po odbéru vzork, z ¢asovych nebo persondlnich diivodl, mozné.

Literatura vSak uvadi, Ze poskozeni zdravych ovaridlnich bunék chladem
ovliviiuje jejich membrany, mikrotubuly (Albertini 1995), organizaci cytoskeletu
(Overstrom 1990) a zona pellucida (Vaita 1998). Bylo také popsano, ze mitoticky aparat

buniky se snadno poskozuje tvorbou intracelularnich krystalk ledu béhem procesu
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mrazeni a rozmrazeni vzorku (Baka 1995; Shaw 2000). Zda stejnou citlivost vykazuji
také ovaridlni nadorové buiiky, to se nam nepodafilo jednozna¢né potvrdit.

Standard v kryokonzervaci  predstavuje  rychlé  zamrazeni  vzorku
s kryoprotektivem dimethylsulfoxidem a jeho nasledné pomalé rozmrazeni, které
minimalizuje tvorbu intracelularnich krystalki ledu a tim dalsi strukturni poskozeni
bunék (Fabbri 1998; Trad 1999). Tento postup jsme pii nasi praci dodrzeli. Toxicky
ucinek dimethylsulfoxidu vsak neni zanedbatelny. Histologicka analyza provadéna pii
jedné studii zaznamenala poSkozeni tkané¢ béhem mrazeni a rozmrazeni
u mysich, koc¢kodanich i lidskych vzorkli oocytt (Candy 1995; Hovatta 1996; Candy
1997).

V dostupné literatufe jsme také nalezli mnozstvi piispévki s tématikou
kryokonzervace ovarialni tkdné¢ nebo oocytl pacientek s nadorovym onemocnénim,
které maji zdjem o moznost udrzeni fertility a pfipadné gravidity po skonceni

cytostatické 1é¢by (Dolmans 2013).

DalSim z naSich cilli bylo srovnani reaktivity bunék izolovanych ze solidniho
nadoru a ascitu téZe pacientky. U ¢asnych stadii ovaridlniho karcinomu ma pfitomnost
ascitu negativni prognosticky vliv. Nejcastéji se vSak tvofi aZz v pokroc€ilych stadiich
a jeho opakovany vznik je také spojovany S hor$i prognozou pacientek. Téméi 70%
ziskanych parovych hodnot vykazovalo stejnou reaktivitu na testovana cytostatika.
V ostatnich ptipadech byla reaktivita solidnich nadori v porovnani s ascity vyssi nebo
naopak niz8i. Nebyl zjiStény statisticky vyznamny rozdil mezi reaktivitou buné&k
izolovanych ze solidniho nadoru a ascitu téze pacientky. V nékterych piipadech by se
dala zvySena reaktivita bunék izolovanych ze solidniho nadoru vysvétlit tim, ze za
pritomnosti krve ve vzorku tkané, kdy je potfeba lyzovat pfitomné erytrocyty, miize
tento proces poskodit také izolované bunky. Dusledkem tohoto poskozeni pak mlize byt
zvySena vnimavost bunék K testovanym cytostatiktim.

Pokud by se reaktivita bunék izolovanych ze solidniho nadoru a ascitu opravdu
nelisila, mélo by to velky prakticky vyznam, protoze z ascitu se buiiky izoluji mnohem
snaze nez ze solidniho nadoru a soucasné ve vétsSingé pripadd je jejich viabilita,

v porovnani s bunkami izolovanymi ze solidnich nadord, vyssi. V ascitu madme také
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vEtsi jistotu, ze izolované buiiky jsou pravé buiikky naddorové, ve srovnani s nadorovou
tkani, kde jsou pfitomné i buniky podptrnych tkani. Mnozstvi Gispé$né vyhodnotitelnych

testti in vitro klinickych vzorkt by se tak zvysilo.

Na mens$im souboru klinickych vzorka jsme také sledovali ptfipadnou zménu
reaktivity vzorka pacientek srecidivou onemocnéni v cCase. Ve dvou ptipadech
nevykazovala reaktivita na testovana cytostatika v ¢ase odebiranych vzorkd zadnou
logickou zavislost, tedy reaktivitu rostouci nebo klesajici v ¢ase, pfipadné nemeénici se
reaktivitu. Tyto vzorky jsme proto do souboru nezahrnuli. U 60 % parovych hodnot se
reaktivita v ¢ase neménila, u 21 % se snizovala au zbylych 17 % vnimavost
k cytostatikiim rostla. K relevantnimu hodnoceni zavislosti bude potieba vétsiho poctu
vzorkd pacientek s recidivami ovarialniho karcinomu a data budou nasledné
interpretovana naSimi klinickymi kolegy. V téchto piipadech je pravdépodobné
reaktivita na poddvand cytostatika zavisla na poctu cykli prodélané chemoterapie,
ptipadné poctu recidiv onemocnéni, klinickém stavu pacientek a v neposledni fadé také
na histologickém typu kazdého testovaného ovarialniho karcinomu.

Problematika testovani chemorezistence/chemosenzitivity v podminkach in vitro
ma sva uskali, ale zaroven je jedinym zpusobem, jak lze predpovédét reaktivitu
izolovanych bunék vici cytostatiku in vivo. Je to velmi obtizné a to z toho divodu, ze
nejsme schopni v laboratofi simulovat podminky in vivo. Uréime-li rezistenci vaci
cytostatiku v podminkach in vitro, da se pfedpokladat rezistence na dané cytostatikum
I v podminkach in vivo. Totéz ale snejvétsi pravdépodobnosti nebude platit pro
sensitivitu zjisténou in vitro a reaktivitu na dané cytostatikum in vivo (Chumchalova
2000). Pii interpretaci vysledku testovani bunék izolovanych z klinickych vzorki
vV podminkach in vitro je tfeba brat v vahu, zZe nadorové onemocnéni je komplexni déj,
ktery se nedd zjednodusit na problém jednotlivych bunék nebo bunécnych populaci.
S tim zékonité souvisi to, Ze buriky in vitro kultivované v nefyziologickych podminkach
a bez kontaktu s okolnimi buiikami jejich ,,pfirozeného* prostiedi, se mohou chovat
jinak nez v podminkach in vivo. To se mize projevit zménou morfologie, ristovych
parametri, exprese povrchovych a intracelularnich markerit nebo vést k jejich

dediferenciaci (Langdon 2004). Je potieba mit na paméti, ze snaha interpretovat
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vysledky in vitro testi chemosenzitivity musi byt brana v kontextu biologie nadorového
onemocnéni (Tala¢ 2000), kdy rast nadoru piedstavuje komplexni dé&j, ktery zahrnuje
proliferaci nadorovych bunck, reakce bun€k imunitniho systému pacienta,
neovaskularizaci a apoptozu. Toto nejsme v podminkach in vitro schopni navodit.

Také samotny proces izolace nadorovych bun€k je stresem, ktery muze ovlivnit
metabolickou aktivitu bunék. Testy hodnoti reaktivitu bunék v kratkém case, jde tedy
o podil bun¢k cyklujicich a klidovych, ucinek fady cytostatik je ale pravé fazove
specificky. Chemosenzitivitu in vitro mize ovliviiovat specifikace nadoru, zpasob
odbéru nadorovych bunék, predchozi 1écba pacientky nebo piesnost zpracovani vzorku.
Problémem je identifikace nddorovych bun€k odebiranych z nadoru. Bun¢k musi byt
dostatecné mnozstvi a neni jisté, jestli nékterd bunééna populace neroste rychleji nez
jind.  Mezi uskali hodnoceni U¢inku cytostatik na  builky izolované
z nadoru patfi 1 nejistota, jestli v dané bunééné populaci opravdu pievladaji bunky
nadorové. Analyza kultivovanych bunék neni u kazdého klinického vzorku, z ¢asovych
divoda ani v disledku limitniho mnozstvi bun¢k, mozna. Navic chybi jednoznaény
identifika¢ni marker téchto bunék. Otazkou také je, kdy bunky ovlivnit, zda hned po
jejich izolaci nebo po adaptacnim case, po delsi dobé, kdy uz se buiky mohou
selektovat (Chumchalova 2000).

Pro pfesnéjsi urceni reaktivity klinického vzorku je potfeba zaméfit se na dalsi
parametry jako je hodnoceni aktivity MDR genti, cyklinu D1, telomerazy, proteinu p53
a s tim souvisejici apoptozy, kterd je povazovana za konecny dé€j plsobeni témét
kazdého cytostatika (Sedlakova 2012).

Hodnoceni chemosenzitivity in vitro se provadélo na zakladé vysledkt MTT
testu. Vysledky MTT testu doporucuji kolegové z Porodnické a gynekologické kliniky
fakultni nemocnice v Hradci Kralové pouzit ve druhé, ptipadné vyssi linii chemoterapie
(Tosner 2009). Nemysli se tim ale vysledky testovani primarnich vzorkd, nybrz
vysledky testovani vzorkli postupné odebiranych v ¢ase pii recidivach onemocnéni. To
proto, ze se chemosenzitivita/chemorezistence v pribéhu podavani chemoterapie
pravdépodobné méni. Autofi potvrzuji nase zjisténi, Ze pfi souhrnném testovani nebyl
zjiStény statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky testovani bun¢k z néadoru

a ascitu.
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Testy in vitro chemosenzitivity/chemorezistence byly provadéné za tucéelem
predpovédet ucinnost chemoterapie u jednotlivych pacientek s ovarialnim karcinomem.
MTT test nemuze byt samoziejmée jediny, ktery by mél rozhodovat o 1é¢bé. Vyznam ma
také pfitomnost nadorového rezidua, pfidruzena onemocnéni, histologie nadoru,
pokrocilost onemocnéni, stupen diferenciace nadoru nebo snaSenlivost chemoterapie
obecné (Tosner 2009).

Interpretace ziskanych dat neni jednoduchd a stim souvisi také otdzka, Ze
chemosenzitivita in vitro nemusi odpovidat stavu in vivo také diky selekci nadorovych
bunck. Otdzkou zlstava, zachovavaji-li si izolované buiiky své vlastnosti a neméni se
v prubéhu kultivace. Tfidenni inkubaéni interval je pomérné kratky a mél by tak
zabranit piipadné selekci nadorovych bunc¢k. Na druhou stranu mohou byt ale
znevyhodnéna cytostatika puasobici pfi masivni proliferaci bun¢k, ktera u téchto
klinickych vzorkli nenastavd v pribéhu tfi inkubaénich dnt. Ptedpokldda se také
rozdilny vliv na nadorové kmenové builky a dcefiné proliferujici buniky nadoru. To
muze byt divod pro¢ paklitaxel, uzivany v klinické praxi v prvni linii chemoterapie,

vykazoval rezistenci ¢astéji nez cisplatina (Tosner 2009).

Jako metodu testovani in vitro chemosenzitivity jsme v souladu s doporu¢enim
podle SOP Fakultni nemocnice v Olomouci vybrali MTT test detekujici aktivitu
mitochondrialni sukcindt dehydrogenazy (Denizot 1986). Na =zakladé dosud
publikovanych praci ho lze charakterizovat jako jednoduchou, rychlou, dobie
reprodukovatelnou a relativné standardni metodu pro predikci
chemorezistence/chemosenzitivity nadort, ktera je navic i cenové pfijatelna (Sedlakova
2011a). Rutinni test musi byt standardni laboratorni technikou pro piipravu vzorku
a kultivaci bunék. Musi byt také mozna automatizace postupu a tyto podminky MTT
test spliuje. Pro co nejlepsi reprodukovatelnost vysledkid in vitro testovani je potieba
dodrzet nékolik postupli: standardizovany postup zpracovani vzorkii, dodrzeni co
nejkratSiho ¢asu od odbéru ke zpracovani a dostatek materialu ke zpracovani, které tvori
zaklad GspéSného testovani. Témito zdsadami jsme se pii zpracovani klinickych vzorka

ridili.
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Limitaci MTT testu je, ze neumi rozliSit cytotoxicky a cytostaticky ucinek
testovanych latek a vysledky testu jsou ovlivnéné pfitomnosti normalnich buné¢k
(Michalova 2008). Bunécna suspenze je heterogenni, podminky ex Vvivo nejsou stejné
jako in vivo, ale ptesto vSechno je MTT test stale jednim z nejuzivangjsich in vitro testt
k testovani chemosenzitivity. Je také relativné levny a nevyZzaduje naro¢né laboratorni
vybaveni. Pokud je mozné standardizovat postup od odbéru vzorku po jeho zpracovani,
vysledkem mohou byt data, mluvici ve prospéch myslenky individualniho pftistupu
k 1é¢be na zakladé testovani chemosenzitivity in vitro.

Podle studie Sargenta et. al je senzitivita MTT testu u ovarialniho karcinomu 81
% a u akutni myeloidni leukémie dokonce celych 98 %. Navic senzitivita in vitro
a vysledky pacientt in vivo koreluji na hladin¢ vyznamnosti p<0,0001. Pétileté preziti je
u pacientll 1éCenych chemoterapeutiky senzitivnimi in vitro vyssi nez u pacientd, ktefi
méli na danou terapii zjiSt€nou rezistenci in vitro a to na hladin¢ vyznamnosti p<0,033
(Sargent 2003).

Studie vedena kolegy z Porodnické a gynekologické kliniky Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové se zamétila na sledovani souvislosti mezi charakteristikou nadoru
a vysledky MTT testu in vitro. Dospéla k tomu, ze stadium a stupeni diferenciace
ovarialniho karcinomu nekoreluji s primarni 1ékovou rezistenci/senzitivitou zjisténou
MTT testem in vitro. Naopak histologicky typ ovarialniho karcinomu Kkoreluje
s rezistenci/senzitivitou k cytostatikiim in vitro. Pacientky s primarni 1ékovou rezistenci
na karboplatinu a paklitaxel in vitro mély vice komplikaci b&hem primarni
chemoterapie, kratsi ¢as do progrese onemocnéni a jeho horsi prognozu. Pacientky se
zjisténou in vitro rezistenci na karboplatinu a paklitaxel mély také signifikantné vyssi
riziko progrese onemocnéni pii standardni primarni 1é¢bé platina a paklitaxel

(Sedlakova 2011b).

Pro srovnani s primarnimi klinickymi vzorky byla v dalS$i praci pouzitd
modelova ovaridlni naddorova bunécna linie A2780. Kultivace nadorovych bunék
V podminkach in vitro je dnes béznou metodou se Sirokym uplatnénim. Technika
péstovani buneék v podminkach in vitro byla odstartovana v prvni poloviné dvacatého

stoleti. V roce 1951 pak byla publikovana prvni prace s tématikou lidské nadorové
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bunééné linie, kterou byla linie HeLa. Dnes existuje velké mnozstvi bunéénych linii
odvozenych od celé tfady nadort. Tyto linie jsou vhodnymi modely pro studium
biologickych a biochemickych principi bunék. Slouzi také jako vyznamny obnovitelny
zdroj biologického materialu pro testovani in vitro. My jsme pro dalsi studium u¢innosti
panelu Sesti testovanych cytostatik zvolili bunécnou linii A2780, kterd je definovana
jako cisplatina-senzitivni buné¢na linie a slouzila nam jako modelovy systém
ovarialniho karcinomu v podminkach in vitro.

K hodnoceni anti-proliferacni aktivity testovanych cytostatik jsme stejné jako
v ptipadé klinickych vzorkd zvolili MTT test a zkombinovali ho s dynamickym
monitorovanim bunécéné proliferace pomoci xCELligence systému. Tato metoda je
vhodné pro bezznackové hodnoceni proliferace a bunééné adheze v redlném case, ktera
ma nékteré vyhody v porovnani send-point testy a je dnes S$iroce pouzivana
k hodnoceni toxicity sledovanych latek (Roche 2005). Vysledky ukazuji, Ze hodnoty
EC50 ziskané pomoci xCELLigence jsou niz8i nez ty ziskané pomoci MTT testu.
xCELLigence systém tedy detekuje anti-proliferacni aktivitu s vySsi citlivosti.
Koncentra¢ni rozmezi testovanych cytostatik bylo vybrané na zakladé¢ postupi
predchoziho testovani (Brigulova 2010). Nejvyssi anti-proliferaéni efekt byl
pozorovany u paklitaxelu, gemcitabinu a topotekanu. Shodnych vysledka bylo dosazeno
také pomoci WST-1 testu metabolické aktivity bunék.

Pro dalsi, podrobnéjsi testovani ucinku cytostatik, jsme vybrali stfedni inhibi¢ni
koncentraci c4, ktera byla nejbliz§i primémym hodnotam EC50 u testovaného souboru
klinickych vzorku. Je ziejmé, Zze nejvyssi testované koncentrace by byly pro bunky
témet neovlivnily.

Vybrana cytostatika v testované koncentraci ménila distribuci bunééného cyklu
Vv pritbéhu 24 h od ovlivnéni. Cisplatina, karboplatina a gemcitabin zvySuji podil bunék
v G1/S fazi bunécéného cyklu. Tato cytostatika nakonec inhibuji syntézu DNA a toto
koreluje s distribuci bunééného cyklu. Topotekan a etoposid indukuji hromadéni bun¢k
v S fazi bunécného cyklu a tento efekt trval déle u topotekanu. Topotekan inhibuje
topoizomerazu I a etoposid topoizomerazu II. Oba tyto enzymy jsou nezbytné béhem

replikace DNA a jejich inhibice vede K inhibici syntézy DNA. Bunky ovlivnéné
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paklitaxelem se hromadi v G2 fazi bunétného cyklu uz 6 hodin po ovlivnéni, dale pak
zvysuji podil bun¢k v S fazi po 12 hodinach od ovlivnéni a G1 fazi po 24 hodinach.
Tento prubéh koreluje s mechanismem pusobeni paklitaxelu, ktery zastavuje ovlivnéné
bunky v G2/M fazi bunééného cyklu. Toto chovani odrazi dynamiku bunécné
proliferace a smrti béhem 24 hodinového inkubacniho intervalu a je zapfiCinéné
poklesem poc¢tu bunék v G2 fazi cyklu v dusledku apoptdzy. U delSich ¢asovych
interval, 48 a 72 hodin, nebyly vysledky uvedené, protoze opakované dochazelo
k tvorbé neoddélitelnych shlukii bun¢k, které ucpavaly trysky priutokového cytometru.
Exprese proteinii detekovana Western blotem se po ovlivnéni cytostatiky také
ménila. Cdc25A fosfataza hraje kli¢ovou roli v aktivaci cyklin-dependentnich kinaz
a indukuje G1/S prechod bunééného cyklu. Normalni priichod bunéénym cyklem vede
ke zvySeni hladiny Cdc25A fosfatazy (Vigo 1999). Jeji exprese byla nejvice zvySena po
ovlivnéni topotekanem, vyssi exprese v porovnani s kontrolou byla zaznamenana i po
ovlivnéni karboplatinou, gemcitabinem a etoposidem. Po 24 hodinidch od ovlivnéni
nebyly buiiky inhibované v progresi G1/S faze bunécného cyklu. ZvySena exprese
mitotického cyklinu B1 znaci blok v pfechodu do M faze bunééného cyklu. Toto bylo
zaznamenané u vSech testovanych cytostatik kromé etoposidu. Distribuce bunééného
cyklu po ovlivnéni etoposidem ukazovala asi 60 % bunc¢k hromadicich se v G2 fazi
cyklu. Cyklin D1 reguluje cyklin-dependentni kinazy a ptechod do GI1/S faze
bunééného cyklu (Johnson 1999). Jeho exprese byla snizena u bunék ovlivnénych
gemcitabinem, coZ koreluje se zvySenim poctu bun€k v Gl fazi pozorovanym pfi
analyze buné¢ného cyklu. Protein p21 je inhibitorem cyklin-dependentnich kinaz, ktery
inhibuje prichod bunék bunéénym cyklem. Jeho exprese je zvySena proteinem pS53
v odpovédi na poskozeni DNA (Dulic 1994; Deng 1995). Zvysena exprese p21 u bunék
A2780 byla zaznamenana po ovlivnéni topotekanem a etoposidem ve 24 h Casovém
intervalu. V tomto case byla exprese p53 signifikantné zvySena jen u topotekanem
ovlivnénych bunck. Jaderny antigen proliferujicich bunék PCNA je ¢lenem ,,.DNA
sliding clamp* rodiny proteinii, ktera pomaha pii replikaci DNA (Kelman 1995). Je
dobfe vSeobecné piijimanym markerem bunécné proliferace a je také nezbytny pro
procesy reparace DNA (Shivji 1992; Essers 2005). V ptipad¢ bun¢k A2780 byla exprese

PCNA zvySena po ovlivnéni karboplatinou, gemcitabinem, topotekanem a etoposidem.
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X-vazici inhibitor apoptickych proteinii XIAP vaze a inhibuje aktivitu kaspazy 3, 7 a 9
(Deveraux 1999). To blokuje apoptézu v disledku inhibice efektorovych kaspaz.
Nejvyssi exprese XIAP byla detekovana po ovlivnéni etoposidem, dale pak
gemcitabinem, karboplatinou a paklitaxelem, coz koreluje s relativné nizkou aktivitou
kaspazy 3 zjisténou u bun¢k A2780 po ovlivnéni témito cytostatiky. Exprese XIAP byla
snizena po ovlivnéni topotekanem v porovnani s kontrolou a topotekanem ovlivnéné
buiky zaroven vykazovaly nejvyssi expresi proteinu p53 a nejvyssi aktivitu kaspazy 3.
Bcl-2 a Bax jsou transkripéni cile pro tumor-supresorovy protein p53. Exprese
proapoptického proteinu Bax mize byt indukovana také cytostatiky (Basu 1998).
Protein Bax podporuje aktivitu efektorové kaspazy 3 a tim i1 apoptdzu. Bax jako ¢len
BCL2 rodiny proteini je aktivatorem apoptdzy. Exprese Bax byla signifikantné snizena
u bunék ovlivnénych karboplatinou. Toto koreluje s aktivitou kaspdzy 3, ktera byla

Aktivace kaspaz je asociovand s indukci apoptozy. Kaspdza 3 jako jedna
z efektorovych kaspaz indukuje proteolytickou aktivaci mnoha bunéénych proteint,
S apoptozou asociovanou migraci chromatinu, fragmentaci DNA a fragmentaci
bunééného jadra (Slee 2001). Méfitelné markery apoptdzy, jako aktivace kaspazy 3,
maji potencial pro predikci klinické odpovédi k chemoterapii (Flick 2004).

Detekovali jsme signifikantné zvySené hladiny aktivované kaspazy 3 v bunikach
A2780 po ovlivnéni testovanymi cytostatiky 24 hodin po ovlivnéni. Nejvyssi aktivita
kaspazy 3 byla detekovana po ovlivnéni topotekanem, dale pak gemcitabinem,
etoposidem a cisplatinou. U paklitaxelu, ktery vykazuje nejvyssi anti-proliferacni
aktivitu detekovanou MTT testem, méfenim impedance pomoci xXCELLigence systému
a také sledovanim morfologie ¢asosbérnou mikroskopii, jsme neprokazali jeji zvySenou
aktivitu u ovlivnénych bun€k. Nejniz$i aktivita kaspazy 3 byla pozorovana u bunck
ovlivnénych karbopaltinou, coz odpovida i vysledkiim nalezenym v literatufe (Ludwig
20043a; Ludwig 2004b).

Kaspaza 3 byla detekovana také pomoci fluorescenéni mikroskopie. Jeji nejvyssi
aktivita byla zaznamenana po ovlivnéni gemcitabinem, topotekanem a etoposidem,
mén¢ pak u cisplatiny a paklitaxelu. Shodné byla aktivita kaspazy 3 nejnizsi v ptipadé

karboplatiny.
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Nékolik studii srovnavalo reaktivitu platinovych derivata a paklitaxelu
(cytostatika pouzivand v prvni linii chemoterapie ovaridlniho karcinomu) na
senzitivnich i rezistentnich modelovych bunéénych liniich (Behrens 1985; Godwin
1992; Debernardis 1997). A2780 jako cisplatina-senzitivni bunéc¢na linie se pouziva
jako model pro in vitro studie ovarialniho karcinomu, které testuji anti-proliferac¢ni
ucinky platinovych derivatd (Henkels 1997), paklitaxelu (Vikhanskayaa 1998)
a kombinaci téchto cytostatik (Jones 1998).

Vysledky naseho in vitro testovani chemosenzitivity na modelu bunééné linie
A2780 ukazalo, ze nejvyssi anti-proliferacni efekt vykazuje topotekan. Ten v porovnani
S ostatnimi testovanymi cytostatiky také indukuje nejvyssi expresi proteinu p53, nizkou
expresi XIAP a také nejvyssi detekovanou aktivitu efektorové kaspazy 3. Topotekan
jako inhibitor topoizomerazy 1 se pouziva k1éEbé rekurentniho metastatického
ovaridlniho karcinomu a dalSich typl nadorovych onemocnéni. Topotekan vykazuje
protinadorovou aktivitu v platina-senzitivnich, platina-rezistentnich i paklitaxel-
rezistentnich nadorech (Creemers 1996; Kudelka 1996; Swisher 1997). Ucinnost
topotekanu na naSi modelové linii koreluje s vysledky naSi pfedchozi prace, kdy byly

testované klinické vzorky ovarialnich karcinomi (Brigulova 2010).

V piedkladané praci jsme na souboru klinickych vzorkt sledovali ucinnost
sirSiho panelu cytostatik, ktery zahrnuje cytostatika pouzivana v prvni a druhé linii
chemoterapie ovarialniho karcinomu v klinické praxi. Sledovali jsme pfipadné zmény
v reaktivité¢ po kryokonzervaci vzorkd, srovnavali reaktivitu solidnich nadort a ascitl
téze pacientky a reaktivitu vzorkd v &ase pii recidivach onemocnéni. Uginnost
testovanych cytostatik jsme také hodnotili na modelové bunécné linii A2780. Vysledky
prace by mohly pfispét k cilenéjsi volbé terapie a tim 1 jeji vySSi u€innosti v pripadé
pacientek s recidivami onemocnéni. Je také mozné, Zze hodnocenim dal$ich klinickych
vzorkli dojdeme Casem K zavéru, ze by bylo potieba upravit schéma primarni
chemoterapie pii 1é¢b¢ ovaridlniho karcinomu ke vétSimu prospéchu 1éenych

pacientek.
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7.ZAVERY

7.1 Klinické vzorky

1. Soubor klinickych vzorkti vykazoval nejvys$S§i vnimavost na topotekan
cisplatiny a karboplatiny nebyl identicky, na karboplatinu byla vyrazn€ ¢astéji zjiSténa
Y y P y y y P yla vy I Z)

rezistence. A na paklitaxel byla nejcastéji zjisténa jen hrani¢ni vnimavost.

2. Chemosenzitivita cCerstvé izolovanych bunék a bunék po jejich
kryokonzervaci se statisticky vyznamné neliSila na hladiné¢ vyznamnosti p<0,05. Tyto

vysledky v§ak mohou byt ovlivnéné malym poctem vzorkd v souboru.

3. Nebylo také statisticky potvrzeno, ze by se liSila reaktivita bunék izolovanych
ze solidniho nadoru a ascitu téZe pacientky na hladiné vyznamnosti p<0,05. Tyto

vysledky v§ak mohou byt také ovlivnéné malym poétem vzorkt v souboru.
4. Na otazku rozdilu reaktivity v pribéhu casu u opakovanych odbérti vzorki

téze pacientky pii recidivé onemocnéni nelze jednoznacné odpovédét bez znalosti

histologie a dal$ich charakteristik jednotlivych vzorkt nadort a také pacientek.
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7.2 Buné¢éna linie A2780

e Testovand cytostatika inhibovala proliferaci a indukovala bunéCnou smrt
u modelové bunééné linie A2780 v zavislosti na koncentraci a dobé plisobeni.
Toxicita na urovni EC50 byla stanovena pro koncentraci ¢4 u kazdého
Z testovanych cytostatik. Tuto koncentraci jsme dale pouzivali k ovlivnéni bunék

A2780 a testovani dalSich mechanismi ptisobeni cytostatik.

e Cytostatika ménila distribuci fazi bunééného cyklu a expresi proteint spojenych
s bunénym cyklem. Cytostatika inhibovala bunéény cyklus v rliznych fazich,

podle jejich mechanismu U¢inku.

e Testovand cytostatika u sledovanych bunék indukovala programovanou
bunécnou smrt, apoptdzu. Detekovali jsme apoptické markery a vysoké hladiny

efektorové kaspazy 3.

e Bunky sledované bunécné linie A2780 byly nejvice citlivé na gemcitabin,
topotekan
a paklitaxel, coz ve srovnani s klinickymi vzorky piedstavuje shodu jen
Vv pfipad€ topotekanu. Na gemcitabin vykazovaly klinické vzorky nejcastéji

rezistenci a v pripadé paklitaxelu to byla jen hrani¢ni vnimavost.

Prace byla feSena v ramci grantu NR/8768-3/06, jehoz hlavnim feSitelem byl pan
doc. MUDr. Jindfich Tosner, CSc. a dale pak v ramci grantu IGA MZ NS/9737-3/2008,
jehoz hlavnim fesitelem byla pani MUDr. Iva Sedlakova, Ph.D.
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