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1 SOUHRN

Karcinom ovaria je nejcastéjsi pii¢inou umrti na gynekologické malignity.
Vétsina karcinomi ovaria je diagnostikovana v pokrocilém stadiu nemoci.
Chirurgickd lécba v kombinaci s chemoterapii dosahuje vysoké lécebné
odpovédi, avSak u dvou tietin pacientek dochazi k relapsu onemocnéni,
rozvoji chemorezistence a nasledné kumrti. Biologickd odliSnost
jednotlivych typd nadori je tak pestra, Ze jeden lé¢ebny rezim nemtize byt
optimalni variantou pro vSechny pacientky. Stale vice praci se zaméfuje na
individualizaci nadorové 1é¢by. Tato prace se zaméfila na in vitro testovani
citlivosti ovarialniho karcinomu na vybrana cytostatika pomoci MTT testu a
jeji vyuzitelnost v klinickém rozhodovani.

U 55 pacientek s karcinomem ovaria, jsme v letech 2006-2010 odebrali
vzorek nadorové ovarialni tkan¢ anebo vzorek maligniho ascitu pro testovani
in vitro chemosenzitivity / chemorezistence pomoci MTT testu. Cilem prace
bylo porovnat vysledky MTT testovani s klinickymi parametry.

Invitro chemosenzitivita se vyskytla v 67 % na cisplatinu, v22 % na
karboplatinu a v 16 % na paklitaxel. Vyznam in vitro chemosenzitivity u
cisplatiny byl zaznamenan u obdobi bez progrese a u celkového preziti.
Multivariantni analyzou jsme u pacientek invitro chemosenzitivnich na
karboplatinu s nulovym nebo mikroskopickym nadorovym reziduem
prokazali nejdelsi dobu bez progrese i nejdelsi dobu celkového pteziti.
Shoda vysledkit MTT testovani mezi Cerstveé zpracovanou nadorovou tkani a
ascitem prokazala uspokojivé vysledky pouze u testovani na cisplatinu.
Shoda vysledkit MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou a zmrazenou tkani
nebyla uspokojiva.

Invitro testovani chemosenzitivity by mélo byt soudasti komplexu
vySetfovacich metod u pacientek s karcinomem ovaria pfed podanim
cytostatické 1écby a tim snizit riziko nelGspéchu, zabranit vzniku
nezadoucich ucinkd 1é¢by a prispét tim k jeji individualizaci.



2 SUMMARY

Ovarian cancer is a leading cause of death from gynecologic malignancies.
Most ovarian carcinomas are diagnosed in an advanced stage. Surgical
treatment promotes a high response rate combined with chemotherapy.
However, two-thirds of patients experience a relapse, followed by a
development of chemoresistance, and, subsequently, death. The biological
diversity of individual types of ovarian carcinoma is so varied, that a single
treatment regimen can not be considered as a fitting treatment for all
patients. Various studies focus on the individualisation of cancer treatment.
This study targets the in vitro sensitivity testing in ovarian carcinoma cells
on cytostatics using the MTT test. We presume that this method could be
utilised in clinical decision-making process.

Between the years 2006 and 2010, we have acquired tumor tissue and
malignant ascites from a total of 55 patients enrolled in our study and
analyzed those samples in vitro for chemosensitivity / chemoresistance using
the MTT test. The aim of this research work was to asses chemosensitivity
of ovarian carcinoma cells and compare these results with clinical
parameters.

Carcinoma cells displayed in vitro chemosensitivity to cisplatin in 67% of
patients. Tumor cells of 22% patients proved to be sensitive to carboplatin
and 16% to paclitaxel. In vitro chemosensitivity to cisplatin prolonged both
the period without progression and, overall, the longest survival. Results of
multivariate analysis suggested that patients whose carcinoma cells were in
vitro sensitive to carboplatin and who had no residual tumor or just
microscopic residual tumor showed the longest period without progression
and longest survival. When comparing fresh tumor samples and ascites, we
found correlation only in chemosensitivity to cisplatin. However, there was

no concordance in sensitivity between fresh and frozen tissue samples.
Invitro chemosensitivity testing should be incorporated in examination
methods for ovarian cancer patients before any cytostatic therapy
administration. This method would contribute to personalized therapy by
enhancing the probability of successful treatment while decreasing side
effects.



3 UVOD DO PROBLEMATIKY

Karcinom ovaria je nejcastéjsi pii¢inou umrti na gynekologické malignity.
Tvori 5 % mezi vSemi nadory u zen. Dle tistavu zdravotnickych informaci a
statistiky Ceské republiky, byl vrchol incidence onemocnéni v CR v roce
2003, kdy bylo diagnostikovano celkem 1290 novych ptipadd, coz
odpovida incidenci 24,63 / 100 000 Zen. Od roku 2004 je patrno snizovani
incidence onemocnéni, v roce 2010 incidence 20,64 /100 000 Zen. V
absolutnich ¢islech se jedna o 1 107 novych pripadl za rok 2010. Pfestoze se
o karcinomech ovaria mluvi jako o jedné entité, jedna se o skupinu
onemocnéni s riznou morfologii, s rozdilnym biologickym chovanim a s
riiznou progndzou.

Dle histologickych charakteristik se karcinom ovaria dale déli na nekolik
podtypti. 50 % vSech ovaridlnich malignit je pfedstavovan seréznim
adenokarcinomem. Dal§i histologické subtypy tvoifi endometroidni
adenokarcinom, mucinozni adenokarcinom, svétlobunéény karcinom
Vzacnéji se vyskytuji karcinomy z pfechodnich bunék, Brenneniv nador,
dlazdicobunéény karcinom, karcinosarkom (miilleriansky nador) a
nediferencovany karcinom (1, 2).

V soucasné dobé existuje nekolik hypotéz popisujicich etiologii vzniku
sporadicky se vyskytujicich karcinomd ovaria. Zadna z uvedenych teorii
jednoznacéné nevysvétluje vSechny zaznamenané aspekty vzniku karcinomu
ovaria. Predpoklada se tedy multifaktoridlni vliv jednotlivych rizikovych
faktort (3). Mimo vétSiny sporadickych karcinomt ovaria se 5-10 %
karcinomt vyskytuje familiarné.

Dle biologického chovani a molekularné genetickych analyz rozlisujeme dva
typy ovarialnich epitelidlnich karcinomu. Epitelialni ovarialni karcinom
typu I vznikd postupnym vyvojem z benigniho a borderline nadoru, tedy z
definované prekurzorové 1éze, ktera obvykle roste pomalu. Patéi sem tzv.
,low-grade” karcinomy, které¢ se vyznacuji pfiznivou prognézou s vys$$im
pétiletym piezitim neZ u karcinomt typu II. U nadord typu Il, bez
prokazatelné prekurzorové 1éze, se predpoklada, ze vznikaji rychle a jsou
Casto diagnostikovany az v pokrodilém stadiu onemocnéni. Jsou
charakteristické vy$$im gradem a neptiznivou prognoézou. V naprosté vétsing
pripadi téchto nadort se prokaze mutace tumor supresorového genu p53.
Vice jak 1/3 pacientek s ovaridlnim karcinomem ma pfitomny maligni
ascites jiz v dob¢ diagndzy a téméf vétSina pii progresi onemocnéni (4).
Vznik ascitu nejenom snizuje kvalitu zivota pacientek, ale také podporuje
rist samotného nadoru a zvySuje jeho schopnost metastazovat. V maligni
ascitické tekutin€ jsou ptitomné solubilni faktory a bunééné komponenty,
které zajistuji prozanétlivé prostiedi, tedy idealni mikroprosttedi pro pteziti



a rust nadorovych bunék. Jsou zde piitomné i nadorové stem-like buiky,
které funguji jako rezervoar nadorovych bunék pro metastaticky rozsev (5).
Z klinické praxe vime, Ze uskali diagnostiky spociva ve vyhledani co do
incidence malo castého onemocnéni, které nema v pocatecnich stadiich
specifické klinické piiznaky a zaroven anatomicka lokalizace je neptizniva
pro detekci onemocnéni v subklinickém stadiu. Diagnostika se opira o
komplex vySetfovacich metod, jejichz kombinaci se snazime selektovat
skupinu pacientek, u nichz je realné riziko onemocnéni. Definitivni diagnéza
je zalozena na odbéru tkané a jeho histopatologickém vySetfeni s jasné
definovanymi morfologickymi kritérii jednotlivych malignich subtypa.

I pfes pokroky v diagnostice je detekce onemocnéni v Casnych stadiich
obtizna a onemocnéni je stale diagnostikovano vice nez v 70 %
v pokrocilém stadiu (stadia FIGO III a IV). Dosud neexistuje plosny
efektivni screening zhoubnych ovarialnich nadorti a ani vysledky screeningu
rizikovych skupin nepfinesly presvédcivé vysledky v detekci Casnych stadii.
V 1écbé zhoubnych ovaridlnich nadorti je zakladni lécebnou modalitou
chirurgicky vykon, ktery byva ve vétSiné pripadti doplnén systémovou
chemoterapii. Soucasné poznatky jednoznacné ukazuji, ze operacni vykon
ve smyslu jeho radikality zasadné ovlivituje celkovou prognézu nemocnych.
Standardem 1é¢ebného protokolu systémové chemoterapie je 6-8 cykla
kombinace platinového preparatu s paklitaxelem (PAKL) bez rozdilu
histologického typu a biologické povahy nadoru. Mezi klinicky vyuzivané
platinové preparaty fadime cisplatinu (cDDP) a karboplatinu (CBDCA).
CBDCA se pro jeji nizsi vyskyt nezaddoucich ucinkd a lepsi tolerabilitu
Vv klinické praxi daleko Castéji upfednostiiuje pted cDDP.

Lécba recidiv je ovlivnéna jejich lokalizaci, ptedchozi 1écbou, celkovym
stavem konkrétni pacientky a dobou zachytu ¢i manifestaci recidivy od
ukoncené piedchozi 1ééby. Systémové podavani chemoterapie je zatizeno
nejen narustajici  kumulativni  toxcitou, rizikem vzniku zavazné
hypersenzitivni reakce pii opakovani 1éCebnych cykld zejména
karboplatinou (6, 7), ale také narlstajici 1ékovou resistenci a tim nizS§im
zadoucim G¢inkiim aplikované 1é¢by (8-10). Z hlediska kurability recidivy
onemocnéni se jednoznacné jako nejvice problematickou skupinou ukazuji
pacientky s progresi onemocnéni pii primarni systémové 16¢bé, ¢i Casnou
recidivou, nebo progresi onemocnéni manifestujici se do 6 meésici od
ukoncené 1é¢by. Obecné zde mluvime o platina rezistentnim onemocnénim.
Kompletni odpovéd’ na primarni chemoterapii je vysoka, mezi 50 a 70%.
Piesto 50-75 % pacientek s pokro¢ilym onemocnéni relabuje, dochazi k
rozvoji 1ékové rezistence a to zejména mnohocetné (MDR). MDR také
vysvétluje pripady necitlivosti nékterych nadorl k alternativnim 1écebnym
rezimim obsahujicim nové druhy cytostatik nepouzitych v pavodni 1é¢bé (8-
11).



Nemoznost predikce odpovédi na 1éébu vede k volbé terapie a davkovani,
které nejsou pro mnoho pacientti optimalni. Uinnost 1é¢by je kromé
genetickych faktord nadoru a samotného pacienta také ovliviiovana vlivy
vnéjsiho prostiedi a 1ékovymi interakcemi. VSechny tyto faktory spolecné
utvareji charakter a intenzitu odpovédi na podavanou 1é¢bu (12, 13). Jednou
z moznosti hodnoceni in vitro chemosenzitivity je hodnoceni na bunéénych
liniich, které vSak maji specifické vlastnosti a neodpovidaji redlnym
podminkam u individualnich pacientek. Chemosenzitivita nadorové linie se
muze vyrazné liSit od chemosenzitivity nadorovych bun€k izolovanych
ptimo z nadorové tkané pacientek (14).

Od roku 1980 bylo vyvinuto nékolik metod pro invitro testovani
chemosenzitivity. Tyto metody jsou zaloZeny na hodnoceni miry proliferace,
metabolismu ¢i poéitani piezivSich bunék (HTCA, EDR, DiSC a ATP-
CRA). Zadna z téchto metod neni idedlni a kazda ma své limitace, jako je
doba kultivace, komplikace pfi ziskdvani primarni bunécné suspenze,
potieba velkého vzorku nadorové tkané. Dalsi komplikaci je kontaminace
testované nadorové suspenze fibroblasty, mezotelidlnimi ¢i stromalnimi
bunikami. Proliferace nemalignich bunék vytvaii Sumy pfi hodnoceni
chemosenzitivity nadorovych bunégk (15).

Pro nasi praci jsme k in vitro hodnoceni chemosenzitivity nadorovych bunék
vyuzili tfidenni MTT test. MTT testovani vyuziva k ziskani nadorové
bunécné suspenze mechanickou dezintegraci tkan¢ a naslednou separaci
nadorovych bun¢k pomoci centrifugace na hustotnim gradientu. Hodnoceni
prezivajicich bunék je zalozeno na spektrofotometrickém méfeni vzniklého
nerozpustného formazanu, ktery redukci vytvofi mitochondrialni
dehydrogenazy piezivajicich bunék z tetrazoliové soli pridané ke
kultivovanym butikdm (16).



4  CILE DISERTACNI PRACE

1. Ur¢it nezavisly prediktivni prognosticky faktor z vybranych klinickych,
laboratornich a histopatologickych parametrti pro obdobi bez progrese a
celkového preziti u pacientek s karcinomem ovaria.

2. Stanovit in vitro chemosenzitivitu z bunék nadorové ovarialni tkané a z
bunék maligniho ascitu k vybranym cytostatikim (CBDCA; PAKL; cDDP)
pomoci metody MTT.

3. Zhodnotit vztah mezi in vitro stanovenou chemosenzitivitou nadorovych
bunék sobdobim do progrese a s celkovym prezitim u pacientek
s karcinomem ovaria.

4. Zhodnotit vztah invitro chemosenzitivity nadorovych bunék a
potvrzenych nezavislych prognostickych faktord s obdobim bez progrese a
celkovym prezitim.

5. Ovefit shodu vysledkt MTT testovani z Cerstvé nadorové tkané a
Cerstvého maligniho ascitu.

6. Overit shodu vysledkt MTT testovani z Cerstvé nadorové tkane a
zmrazené nadorové tkang.



5 MATERIAL A METODIKA

Vzorky Cerstvé nadorové tkan¢ byly odebrany peropera¢né. Po chirurgickém
odstranéni nadorové postizeného ovaria, byla &ast nadoru (cca 1 -5 cm’)
vyuzita pro MTT testovani a zbyla tkan byla vyuzita ke stanoveni definitivni
histologické diagndzy. VSechny vzorky nadorové ovarialni tkané¢ pro MTT
testovani vlozeny do sterilni 50 ml plastikové nadoby na jedno pouziti
s transportnim médiem pro tkang. Odbér maligniho ascitu (250-500 ml)
probihal peroperacné, ¢i pii punkci dutiny bfisni. Ascites byl odebran do
sterilni 500 ml lahve s transportnim médiem. Cerstvé odebrané vzorky
nadorové tkéng a ascitu byly nejdéle do 1 hodiny transportovany na Ustav
1ékarské biologie a genetiky, kde byly ihned zpracovany.

Pro hodnoceni senzitivity bylo pouzito tfidenniho MTT testu. Bunécna
suspenze byla pipetovana do 96 jamkovych desticek (80 pl bunécné
suspenze 1 x 10° Zivych bungk / ml na jamku). K buiikim bylo ptidano 20 pl
média v pripadé kontrolnich bunék a 20 pl roztokl cytostatik. Pro urceni
cytostatické koncentrace daného cytostatika (TCS50), byly nadorové buiky
vystaveny pisobeni kazdym cytostatikem v Sesti riznych koncentracich po
dobu 72 hodin pti 37°C 5% CO,. Pokusy byly pro ovéfeni nasazeny vzdy
dvakrat. Na zavér kultivace bylo ke kazdé jamce pfidano 10 pl zluté
tetrazoliové soli MTT (5 mg/ ml). V piipad¢ zivych bunék je tetrazoliova
sul redukovana mitochondidlnimi dehydrogendzami na nerozpustny
formazan (fialova barva). Po dvou az Sesti hodinach, po vytvoreni fialovych
krystalti formazanu, se do kazdé jamky pridalo 100 ul 10% roztoku SDS
(pH 5). Béhem 10 hodin dochéazelo k rozpousténi krystali formazanu.
Nasledujici den probéhlo spektrofotometrické vyhodnoceni méfenim
absorbance formazanu na spektrofotometru pifi 560 nm. Od naméfenych
hodnot byla odeétena hodnota ,,pozadi“ (médium) a vysledky byly vyjadieny
jako procenta kontroly.

Stejnym zptisobem byly zpracovany i odbéry ascitu ¢i zamrazené vzorky
ovarialni tkang z tkanove ustfedny.

Pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci zpusobilo pokles poctu Zivych
bunék pod 25 %, butiky se oznadily jako vnimavé k pisobeni 1é¢iva. Pokud
doslo K poklesu zivych bunék pod 50 %, ale ne vice nez pod 25 %, oznadily
se jako hrani¢né vnimavé. Pokud buiiky ptezily nad 50 %, oznadily se jako
rezistentni.
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6 SOUBOR NEMOCNYCH

Na Porodnické a gynekologické klinice Lékatské fakulty Univerzity Karlovy
a Fakultni nemocnice Hradec Kralové, jsme v letech 2006-2010 u 59
pacientek odebrali Cerstvy vzorek nadorové ovaridlni tkané anebo maligni
ascites pro testovani chemosenzitivity pomoci testu MTT.

Na zékladé definitivniho histologického vySetieni byl u 55 pacientek
diagnostikovan karcinom ovaria. Tfem pacientkdim byl diagnostikovan
borderline tumor ovaria a jedné pacientce granuldézovy tumor. Tyto Ctyfi
pacientky byly z naseho souboru vyfazeny. Pacientky pfed MTT testovanim
neprodélaly chemoterapii ani zadnou jinou 1écbu pro karcinom ovaria. 28
pacientkdm byl odebran pouze vzorek nadorové ovaridlni tkane, 15
pacientkdm pouze ascites a u 12 pacientek byl odebran jak ascites, tak
nadorova tkan. Béhem sledovani do$lo u 44 pacientek (80 %) k progresi
onemocnéni a 36 pacientek (65 %) zemfelo VSem pacientkam (az na
jedenact pacientek, které bud’ odmitly, nebo jim ze zdravotnich divodd
nemohla byt nabidnuta chemoterapie) byla podéana, podle soucasnych
doporucenych standardii, chemoterapie prvni linie (kombinace PAKL a
CBDCA).

7  STATISTICKA ANALYZA

Statisticka analyza byla provedena pomoci software MedCalc (MedCalc
Software, Belgie).

Univariantni analyzy pfeziti byly konstruovany dle Kaplan-Meierovy
metody. Vysledky jsou udavany jako median a rozmezi hodnot. Hodnoty p
nizsi nez 0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné Do multivariantni
analyzy byly zahrnuty jen ty prognostické faktory, které vysly v univariantni
analyze jako statisticky vyznamné. Multivariantni analyza byla provedena
pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik (Coxova regrese). Hodnoty p
nizsi nez 0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

Pro statistické zhodnoceni kategorickych proménnych byl pouzit chi-squared
test. Pfi hodnotach p nizsich nez 0.05 byl vysledek povazovan za statisticky
vyznamny.

Kombinované analyzy byly konstruovany dle Kaplan-Meierovy metody.
Vysledky jsou udavany jako median a rozmezi hodnot. Hodnoty p nizsi nez
0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

Shoda vysledki mezi Cerstvou tkani a ascitem, resp. Cerstvou tkani a
zmrazenou tkani byla zhodnocena pomoci ,,inter-rater agreement™ testu. Sila
shody je udavana hodnotou kappa.
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8  VYSLEDKY

Byl ovéfen vztah prognostickych ukazatelt (vék, BML, histologie, stadium
onemocnéni, grade, hodnota CA 125, nadorové reziduum po chirurgické
1é¢be) s klinickymi parametry (obdobi bez progrese a celkové preziti). Byl
potvrzen prognosticky vyznam véku pacientek pii diagnéze (p=0.03), stadia
onemocnéni (p<0.0001), grade (p=0.02) a pfitomnost nadorového rezidua po
chirurgické 1é¢bé (p<0.0001) na obdobi bez progrese. Vyznamny vliv na
celkové preziti byl potvrzen jen u stadia onemocnéni (p=0.008) a
ptitomnosti nadorového rezidua po chirurgické 1écbé (p<0.0001).

Jako nezavisly prediktivni ukazatel na obdobi bez progrese bylo
vV multivarientni analyze identifikovano stddium onemocnéni pfi diagnoze
(p=0.03). Pro celkové pteziti byly jako nezavislé prediktivni ukazatele
nalezeny stddium onemocnéni pii diagnéze (p=0.04) a velikost rezidua
(p=0.02).

In vitro chemosenzitivita na cDDP se vyskytla u 37 (67 %) pacientek, na
CBDCA u 12 pacientek (22 %) a na PAKL u 9 pacientek (16 %), (cDDP vs.
CBDCA p<0.0001; cDDP vs. PAKL p<0.0001). Nebyl prokdzan rozdil
vyskytu chemosenzitivity mezi CBDCA a PAKL (p=0.250).

Pacientky s ovarialnim karcinomem, ktery byl in vitro citlivy na cDDP mély
delsi obdobi bez progrese (p=0.01). Celkova délka preziti byla také delsi,
nicméné dosdhla jen hrani¢ni statistické vyznamnosti (p=0.05). In vitro
senzitivita na CBDCA a PAKL neovliviiovala délku obdobi bez progrese
onemocnéni ani celkové preziti pacientek s ovarialnim karcinomem, které
byly 1éCeny témito cytostatiky.

Kombinovanou analyzou chemosenzitivity na CBDCA a velikosti rezidua
po chirurgické 1é¢bé jsme prokazali nejdelsi dobu bez progrese (p=0.038) i
celkové preziti (p=0.048) u pacientek s nadorovou tkani citlivou na CBDCA
in vitro a s Zadnym nebo mikroskopickym reziduem po chirurgické 1é¢bé.
Kombinovanou analyzou chemorezistence na PAKL a velikosti rezidua po
chirurgické 1é¢bé jsme neprokazali rozdily v obdobi bez progrese ani v
celkovém preziti u jednotlivych skupin pacientek.

Kombinovanou analyzou chemorezistence na CBDCA / PAKL a stadiem
onemocnéni jsme neprokazali rozdily v obdobi bez progrese ani v celkovém
preziti u jednotlivych skupin pacientek

U 12 pacientek, kterym byl odebran vzorek maligniho ascitu i nadorové
tkané, se ovétovala shoda vysledkt MTT testu mezi témito materialy Shoda
vysledkt in vitro MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou nadorovou tkani
a ascitem byla nalezena v absolutnim a relativnim hodnoceni pouze u cDDP.
U CBDCA byla zaznamenana pouze relativni shoda.
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U 8 pacientek, kterym byla stanovena chemosenzitivita naddorovych bunék
ovarialni tkané z Cerstvého vzorku i ze zamrazeného vzorku, se ovéfovala
shoda vysledkt MTT testu mezi témito materialy.

Shoda wvysledkd invitro MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou
nadorovou tkani a zmraZenou nadorovou tkani byla nalezena pouze u cDDP
V relativnim hodnoceni.

9 DISKUZE

Karcinom ovaria ma nejvyssi mortalitu mezi gynekologickymi malignitami
(17). PiestoZe incidence onemocnéni za poslednich 10 let v CR mirné klesd,
muzeme se pouze domnivat, co se na tomto faktu podili. Vzhledem
k nespecifickym symptomtim je vétsina karcinomii ovaria diagnostikovana v
pokrocilém stadiu nemoci. Zakladnim 1é¢ebnym pristupem je co nejvice
radikalni chirurgicky vykon doplnény o chemoterapii zaloZenou na
derivatech platiny v kombinaci s paklitaxelem bez rozdilu histologického
typu a biologické povahy nadoru. I pfes vysoké procento odpovédi na
primarni 1éébu dochazi u vice nez 3/4 piipada k ¢asnému relapsu
onemocnéni. Zavaznym problémem pii 1é¢bé karcinomu ovaria je vznik
sekundarni rezistence po predchozi chemoterapeutické 16¢bé (8, 11).

V nasi praci jsme potvrdili prognosticky vyznam obecné znamych
rizikovych faktort karcinomu ovaria. Mezi prognosticky vyznamné
ukazatele jsme prokazali vék pacientek pfi diagnoze, stadium onemocnéni a
diferenciaci nadoru.

V nasem souboru 55 nemocnych byl median véku pfi diagnoze 64 let, coz
odpovida 0dajim i z rozsahlé mezinarodni populacni studie, kde je
pramérny veék 64 let (18).

16,5 % pacientek diagnostikovali ve stadiu I a II a 83,5 % pacientek ve
stadium III a IV. Rozlozeni pacientek dle stadia v nasi praci odpovida i
rozlozeni pacientek v ostatnich pracich hodnoticich in vitro chemosenzitivitu
karcinomu ovaria (19, 20). Jako jeden zvyznamnych nezavislych
prognostickych faktorti jsme potvrdili stadium onemocnéni, které rozlisuje
pacientky dle rozsahu onemocnéni, ale jeho prognosticky vyznam je pro
vétsinu pacientek, vzhledem k vysokému procentu nemocnych, u kterych je
karcinom ovaria diagnostikovan v pokroilém stadium, do jisté miry
omezeny. Ze stejného diivodu neni, pro vétsinu pacientek, jako stratifikacni
prognosticky faktor vhodny ani grade nadoru, kdy v nasem souboru méla
vétsina pacientek (94 %) uréeny grade 2-4. Také v praci Neubauera a spol.
bylo 93 % pacientek s uréenym gradem 2-4 (19).

Jako dalsi nezavisly prognosticky faktor jsme potvrdili velikost nadorového
rezidua po chirurgické 1é¢bé. Proto jsme velikost rezidua po chirurgické
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1écbeé a stadium onemocnéni zvolili jako vhodné rizikové faktory pro
kombinovanou analyzu s vysledky in vitro chemosenzitivity.

Cilem nasi prace bylo invitro testovani primarni chemosenzitivity
nadorovych ovarialnich bun¢k ze solidniho nadoru a ascitu metodou MTT,
kterd je zaloZzena na izolaci bunék vzorku nadorové tkané a jejich nasledné
kultivaci invitro s vybranymi cytostatiky o riznych koncentracich. MTT
metoda je relativné rychla, jednoducha a levna, vyuzitelna v 90 % piipadi
(21-23).

V naSem souboru pacientek vykazovaly nadorové buiky izolované
ze solidni tkan¢ nejvyssi chemosenzitivitu na cDDP. Podobné vysledky byly
zaznamenany i u ostatnich praci zabyvajicich se invitro testovanim
chemosenzitivity nadorovych bunék na ¢cDDP, CBDCA a PAKL (14, 20,
24). Zarovenn byly publikovany prace, ve kterych je popisovan Castgjsi
vyskyt resistence na CBDCA (24, 25). Vzhledem Ktomu, Ze ze dvou
uzivanych cytostatik (platinovy derivat / taxan) v prvni linii chemoterapie,
hraje platinovy derivat vyznamngjsi roli, stanoveni in vitro citlivosti nabizi
moznost zohlednit, jaky platinovy preparat by byl pro konkrétni pacientku
ptinosnéjsi (26, 27).

Dal§im cilem na§i prace bylo zhodnotit vliv vysledku invitro
chemosenzitivity resp. chemorezistence nadorovych bun¢k na jednotliva
cytostatika na obdobi bez progrese a celkové preziti. Testovani
chemosenzitivity bylo prokazano jako klinicky vyznamné u pacientl s
karcinomem plic, gastrointestindlnim  karcinomem, melanomem, i
karcinomem prsu (23, 28-31). Lee a spol. prokazali vyhodnost vyuziti
testovani chemosenzitivity pfi vybéru individualizované 1écby karcinomu
délozniho hrdla (32). Ballard a spol. prokéazali korelaci mezi vysledkem
invitro testovanim chemosenzitivity a klinickou odpovédi na 1é¢bu u
pacientek s karcinomem endometria (33).

V naSem souboru nemocnych byl prokdzan vyznamny vliv invitro
chemosenzitivity na cDDP na délku obdobi bez progrese a hrani¢ni vliv na
délku celkového pteziti. Nebyl prokazan vyznamny rozdil v délce obdobi
bez progrese ani na celkové preziti mezi nemocnymi délenymi dle vysledku
invitro chemosenzitivity nidorovych bunék na CBDCA a PAKL. Lee a
spol. prokazali, ze vysledek invitro testovani chemosenzitivity metodou
HDRA ma jen hrani¢né vyznamny vliv na dobu bez progrese a statisticky
nevyznamny vliv na celkové pfeZiti pacientek s karcinomem ovaria (20).
Konecny a spol. a Holloway a spol. nezavisle prokazali u pacientek s
karcinomem ovaria ve stadiu Il a IV leéenych ¢cDDP nebo CBDCA po
uspé$né cytoreduktivni chirurgické 1é¢bé, Ze pacientky in vitro rezistentni na
cDDP nebo CBDCA maji 2,3 x resp. 4 x kratsi obdobi bez progrese nez
pacientky in vitro citlivé cDDP nebo CBDCA. Konecny a spol. vyuzili pro
in vitro testovani chemosenzitivity ATP metodu a Holloway EDR metodu
(34, 35). Na naSem souboru pacientek jsme na rozdil od jinych studii
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neprokazali vliv samotné piitomnosti primarni invitro chemosenzitivity
resp. chemorezistence na CBDCA na obdobi bez progrese ani na celkové
preziti. Tyto vysledky jsou pravdépodobné ovlivnény velikosti a
nesourodosti vySetfovaného souboru resp. velikosti jednotlivych podskupin
pacientek. Pro jednozna¢né ohodnoceni vlivu invitro chemosenzitivity
nadorovych bunék na cytostatika bude tieba vysledky ovéfit na vyrazné
vét§im poctu nemocnych (36-38).

Prace, které podavali chemoterapii na zéklad¢ vysledku invitro
chemosenzitivity neprokdzali vyznamné rozdily v klinické odpovédi, ¢i v
celkovém pieziti od pacientek 1é¢enych empiricky (36, 39). Naopak
Rutherford a spol. prokazali, Ze vyuziti cytostatického preparatu k 1écbé
pacientek s karcinomem ovaria, u kterého byla prokazana in vitro
chemosenzitivita vyznamné prodluzuje obdobi bez progrese i celkové pieziti
V porovnani s pacientkami, u kterych byl podan preparat s prokazanou
in vitro chemorezistenci (40).

Prokazali jsme, ze kombinovana analyza chemosenzitivity nadorovych
bunék na CBDCA a velikost naddorového rezidua po chirurgické 1écbé
odlisuje podskupinu nemocnych s nejptiznivejsi progndzou. Nejdelsi obdobi
bez progrese i celkové preziti jsme prokazali u pacientek s nadorovou tkani
citlivou na CBDCA in vitro a s zadnym nebo mikroskopickym reziduem. U
téchto pacientek by se podani CBDCA mohlo povazovat za
individualizovany 1é¢ebny pfistup. V praxi by tato kombinovana analyza
mohla mit vyznam u pacientek s zadnym nebo mikroskopickym reziduem a
prokéazanou rezistenci CBDCA in vitro. U téchto pacientek by bylo vhodné
zvolit jiny typ primarni chemoterapeutické 1écby, zvysit pravdépodobnost
uspéchu chemoterapie a vyhnout se tak nezddoucim uUCinkim
pravdépodobné netcinné 1écby.

Déle jsme se zamé&fili na porovnani vysledki in vitro reaktivity nadorovych
bunék izolovanych ze solidniho nadoru s bunikami ziskanymi z maligniho
ascitu pacientek. Zpracovani vzorku a tedy i izolace bun&k z ascitu je
vyrazné jednodus$si nez zpracovani vzorku nadorové tkané. Neni zde potieba
mechanického rozméliiovani tkané a nedochazi k poskozovani bunék pii
samotném zpracovani, jako dochazi pii izolovani bunék ze solidni tkané.
Zivotnost bunék z maligniho ascitu vysla u naSich pacientek vy33i ne
zivotnost izolovanych bunék znadorové tkané stejné pacientky (14).
Relativni i absolutni shodu vysledkd in vitro MTT testovani jsme prokéazali u
cDDP. Relativni shoda vysledki byla prokazana také u CBDCA.

Nadorové buniky obsazené v malignim ascitu nemusi, vzhledem
k jedine¢nému nadorovému mikroprostredi, vykazovat identické vlastnosti
S primarnim nadorem. Nadorova bunééna suspenze ziskana z ascitu nemuze
pro MTT testovani nahradit nadorovou bunéfnou suspenzi ziskanou ze
solidni tkané. Testovani nadorovych bunék zascitu mize mit ale svij
vyznam u pacientek s refrakternim ascitem, u nichz se planuje aplikace
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intraperitonedlni chemoterapie. Nekteré prace potvrzuji, ze pacientky
s prokdzanou invitro chemosenzitivitou nadorovych bunék izolovanych
zascitu maji delsi obdobi bez progrese i celkové pieziti v porovnani
s pacientkami s prokazanou in vitro rezistenci (41, 42).

Porovnavali jsme rovnéz vysledky MTT testu mezi Cerstvé zpracovanou
nadorovou tkani a zmrazenou nadorovou tkani. Stanoveni chemosenzitivity
nadorovych buné¢k z Cerstvé tkané a zaroven zmrazené tkané bylo provedeno
jen u 8 resp. 6 pacientek. Mezi témito materidly jsme prokazali pouze
uspokojivou shodu pfi relativnim hodnoceni vysledkt.

Nejvetsi limit MTT testovani na rozmrazenych nadorovych bunikach je dan
zivotnosti bunécné suspenze po rozmrazeni. Pro stanoveni chemosenzitivity
nadorovych bunek z Cerstvé tkan€ byly vyuzity jen ty bunééné suspenze, u
kterych byla prokdzana vyssi jak 90% zivotnost. Pro stanoveni
chemosenzitivity nadorovych bunék z rozmrazené bun&éné suspenze byly
vyuzity jen ty vzorky, u kterych byla prokazana alespoil 80% zivotnost
nadorovych bun¢k. VétSina rozmrazenych suspenzi nadorovych bun¢k vsak
vykazovala nizsi jako 80% zivotnost a z tohoto diivodu u nich nebylo MTT
testovani provedeno. Podle nasich vysledkd, i kdyz jen na velmi omezeném
poctu vzorku vyplyva, Ze rutinni MTT testovani na rozmraZenych
nadorovych buikach tedy neni vhodnou metodou k uréeni chemosenzitivity
nadorovych bungk k jednotlivych cystostatikiim.

Hlavni vyznam stanovovani in vitro chemosenzitivity pfimo na nadorovych
bunkach izolovanych z nadort jednotlivych pacientek je v predpokladu, ze
l1é¢ebny ucinek jednotlivych cytostatik se lisi na zaklad€ vnitfni genetické
diverzity a rozvoji rozdilnych subklonti nadoru s rozdilnym fenotypem mezi
jednotlivymi  pacientkami (43, 44). Vysledky hodnoceni in vitro
chemosenzitivity na bunéénych liniich neodpovidaji realnym podminkam u
individuélnich pacientek (14).

In vitro metody stanoveni chemosenzitivnity rozli$uji individualni reaktivitu
jednotlivych nadort na cytostatika a umoznuji uréit neefektivni cytostatické
preparaty, které by jen po§kozovaly pacientku nezadoucimi G¢inky. In vitro
testovani chemosenzitivity predstavuje zdanlivé jednoduchy proces pro
stanoveni citlivosti  izolovanych nadorovych bunék k jednotlivym
cytostatickym preparatim invitro. Prace, které se zabyvaji invitro
testovanim chemosenzitivity bunék izolovanych z nadorové tkané a jejiho
vlivu na klinicky vysledek 1é¢by neni mnoho. Hodnoceni a porovnatelnost
vysledkli z jednotlivych pracovnich skupin je limitovano nejednotnym
vybérem metody testovani chemosenzitivity, nejednotnym hodnocenim
vysledktl citlivosti a nejednotnym testovanim cytostatik. V nékterych
pracich, véetné nasi prace, testovali jednotliva cytostatika zvlast’ (20, 30, 32,
35, 45), v jinych pracich testovali cytostatika v kombinacich (19, 33, 34).
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Dalsi ¢astou komplikaci je také kriticky maly pocet testovanych pacientek,
kratka doba sledovani a vyrazna riznorodost testovaného souboru pacientek.
Metoda MTT je do zna¢né miry, stejné jako ostatni metody in vitro testovani
chemosenzitivity, negativné ovliviiovana nékolika faktory. Mezi
nejvyznamnéjsi negativni faktor patii vysokd umrtnost nadorovych bunék
Vv prostiedi média bez zadného cytostatika. Vysokd umrtnost je zptisobena
pravdépodobné zvySenou citlivosti nadorovych bunék na stresové podminky
zmeény prostfedi. Mezi negativné ovliviiujici faktory dale patii vlastni proces
izolace bunck, ktery nedostatecné selektuje nadorové buiky. Suspenze
bunék pouzita pro in vitro testovani je vlastné heterogenni smés nadorovych
bunék, mezotelii, stromalnich bun€k ¢i fibroblastd, které¢ ovliviiuji svym
metabolismem vysledné hodnoty absorbance a tedy i hodnoceni vysledku.
Mozné metody purifikace pro ziskani pouze nadorové suspenze bunék jsou
v8ak kvili své nizké vytéZnosti nepouzitelné (46-48).

Vykazuje-li nador chemorezistenci in vitro na testované cytostatikum, lze
predpokladat, Ze dany preparat bude neucinny i in vivo. Vykazuje-li nador
chemosenzitivitu in vitro na testované cytostatikum, v8ak nutné neznamena,
e nadorové buiiky budou na dané cytostatikum citlivé in vivo. Uginek 1é¢by
neovliviiuje jen geneticka diverzita samotného nadoru, ale velky vyznam je
Vv individudlnich rozdilech jednotlivych pacientek v biotransformaci a
biodistribuci 1é¢iva. P¥ invitro testovnani je 1é¢ivo v pfimém kontaktu
S nddorovymi bunkami, ale po intravendéznim podani 1é¢iva dochazi
k rozdilnému metabolismu 1é¢iva diky odlisnym polymorfismiim a aktivité
enzymu jednotlivych pacientek (49). Biodistribuce aktivniho 1é¢iva zavisi
také na vaskularité nadoru (50).

Vysledky nasi prace jsou ovlivnény velikosti vySetfovaného souboru resp.
velikosti jednotlivych podskupin pacientek. Pro jednoznacné ohodnoceni
vlivu in vitro chemosenzitivity nadorovych bunék na cytostatika na obdobi
bez progrese a na celkové preziti bude tieba vysledky ovéfit na vyrazné
vétsim poctu nemocnych.

MTT in vitro testovani chemosenzitivity nadorovych bunék izolovanych ze
solidniho nadoru pacientek patfi, i pfes veskeré své nedostatky, mezi jednu z
mala metod hodnotici redlny vztah nadorovych bunék pacientek
k jednotlivym cytostatickym preparatim. In vitro testovani chemosenzitivity
by mohlo slouzit jako vyznamna ¢ast hodnoceni chemorezistence spolu
se stanovovanim  ostatnich ~ farmakodynamickych,  genetickych a
imunologickych faktort, ovliviiuji uéinek 1écby u jednotlivych pacientek
nejenom s karcinomem ovaria.
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10 ZAVER

V nasi praci jsme dosli k nasledujicim poznatktim:

Jako nezavislé prediktivni ukazatele na celkové preziti byly v multivarientni
analyze identifikovany stadium onemocnéni pii diagnéze a velikost
nadorového rezidua

Nejcastéjsi vyskyt in vitro chemosenzitivity byl prokazana u cDDP.
Pacientky s prokazanou invitro chemosenzitivitou na cDDP maji delsi
obdobi bez progrese i celkové preziti nez pacientky s prokazanou
chemorezistenci. Tento vliv jsme neprokazali u CBDCA ani u PAKL.
Nejdelsi obdobi bez progrese i celkové pieziti maji pacientky s optimalné
provedenym chirurgickym vykonem a zarovei s in vitro chemosenzitivnimi
nadorovymi bunikami na CBDCA.

Shoda vysledktt MTT testovani mezi Cerstvé zpracovanou nadorovou tkani a
ascitem prokazala uspokojivé vysledky pouze u testovani na cDDP.

Shoda vysledkit MTT testovani mezi Cerstveé zpracovanou nadorovou tkani a
zmrazenou tkani nebyla uspokojiva.

In vitro testovani chemosenzitivity nadorovych bunék ndm dava informaci o
jejich citlivosti na jednotliva cytostatika. Klinicky vyznam je zejména u
prokazané chemorezistence na konkrétni prepardty a tim predpoklad
netspéchu planované 1é¢by. Invitro MTT testovani je metoda hodnotici
citlivost nadorové tkané individualnich pacientek na konkrétni cytostatikum.
Problematika invitro testovani je zejména v ruznorodosti pouZzivanych
metodik, v potfebé dostateného mnozstvi tkan€é a rlznorodosti
vyseparované bunécné suspenze.

Invitro testovani chemosenzitivity by mélo byt soudasti komplexu
vySetfovacich metod u pacientek s karcinomem ovaria pfed podanim
cytostatické 1é¢by a tim piispét k jeji individualizaci.
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