Univerzita Karlova v Praze
Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Testovani chemosenzitivity u bunék lidského ovarialniho karcinomu
a jeho modelového systému, bunécné linie A2780

Katerina Caltova

Autoreferat disertacni prace

Doktorsky studijni program Lékarska biologie

Hradec Kralové

2013



Disertacni prace byla vypracovana v ramci kombinovaného studia doktorského studijniho
programu Lékaiska biologie na Ustavu 1ékaiské biologie a genetiky Lékaiské fakulty UK

v Hradci Kralové.

Autor: Mgr. Katetina Caltova
Ustav 1ékatské biologie a genetiky Lékarské fakulty UK v Hradci
Kralové

Skolitel: prof. MUDr. RNDr. Miroslav Cervinka, CSc.
Ustav lékarské biologie a genetiky Lékatrské fakulty UK v Hradci
Kralové

Oponenti: prof. RNDr. Jifina Hofmanova, CSc.
Biofyzikalni Gistav Akademie véd CR v Brné

doc. MUDr. Jaroslav Vanasek, CSc.
Oddéleni klinické a radiacni onkologie Pardubické krajské nemocnice

Obhajoba se kona pied Komisi pro obhajoby disertaénich praci v doktorském studijnim
programu Lékatska biologie dne 11. prosince 2013 v 11 hodin v zasedaci mistnosti dékanatu
Lékarské fakulty UK v Hradci Kréalove.

Tato prace vznikla za podpory granti IGA MZ NR/8768-3 a NS/9737-3.

S diserta¢ni praci je mozno se seznamit na studijnim oddéleni dekanatu Lékaiske fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze, Simkova 870, 500 38 Hradec Kralové (tel.
495 816 131).

Prof. MUDr. RNDr. Miroslav Cervinka, CSc.

Ptfedseda komise pro obhajoby disertacnich praci
Vv doktorském studijnim programu Lékaiské biologie



OBSAH

SOUHRN L. e E b e bt 4
SUMMARY ettt b E bt et b e R e R e e R R R R e bRt E Rt n e 5
Lo UVOD et 6
2. CILE PRACE ... 9
2.1 Testovani chemosenzitivity u bun€k izolovanych ze vzorku lidskych ovarialnich karcinomi v
Jo0T6 1881101 Te] (U4 TS U5 ¢ o PR 9
2.2 Testovani chemosenzitivity in vitro na modelovém systému lidské ovarialni nadorové bunécné
TINIE A2T780 ... s 9
3. MATERIAL A METODIKA ....coooouuiimiiimiisesiiesiiessissesss s 10
Soubor KINICKYCh VZOTKTL ......vecviiiiicc e 10
Izolace bunék ze solidniho NAAOTU. ......ccviiiiiiiiii 10
1Z012CE DUNCEK Z ASCILUL ...ttt r e r e b s bt n e r e nrennes 10
OVIIVIENT DUNCK .....coiiiiiiiiicc e 11
VT ST, e s 11
Hodnoceni reaktivity DUNEK ........coiviiiiieiiiiee s sre e 11
Zamrazeni bun€k izolovanych z EOC ..o 12
Rozmrazeni bunék izolovanych zZ EOC ...........cooiiiiiiiiiie e s 12
Bunécna linie A2780 @ Jeji KUIIVACE ....ccuviiviiiiiiieiiicset et 13
WST-1 a stanoveni celkového mnozstvi proteinti v buikach (barveni Coomassie Brilliant Blue) .. 13
Dynamické méteni bunécné proliferace pomoci systému XCELLIZENCe .......covvveverireeiniieneennenne 13
Morfologicka studie — FOLOAOKUMENTACE .......ccveverieiiiiiieiieiie et 14
Analyza bunécného cyklu — barveni propidium jodidem...........ccevvvririiniiieie s 14
Detekce proteinll Western DIOtEIN .......cc.vviiiiiiiiieiice s 14
Kinetické méieni aktivity KASPAZY 3 .....ccviiiiiiiiiieiie ittt 15
Imunofluorescencni detekce KASPAZY 3......ccveiviiieiiiiiie e s 15
Statistick€ VYNOANOCENT .......oiviiiiiiiiicci e 16
A VY SLEDKY oooiiouiiimiieneiise i essessse s 17
Reaktivita KINICKYCh VZOTKTL ....o.viiiiiiciiiicc e 17
Porovnani reaktivity Cerstvé izolovanych a rozmrazenych vzorkt solidnich nadord a asciti......... 17
Porovnani reaktivity solidniho nadoru a ascitu t€Ze pacientky ..........ccocevvriiierienieninieesese e 17
Porovnani reaktivity vzorku téZe pacientky v Case ........coccvviiiiiiiiiiiiiie e 18
1 I ST TSP U T TP U PO P O PP 18
LTS TSSO T PSSO P TS PP PO PPN 18
Dynamické méteni bunécné proliferace pomoci systému XCELLIZENCEe .......coovvveerireeinineneennenne 18
Morfologicka studie — TOLOAOKUMENTACE ........c.eviuiiiiiiiiiiiieiie e 19
Analyza bunécného cyklu — barveni propidium jodidem............cccovvreriiiiiiiinneee e 19
Detekce proliferacnich markerth Western blOteIm..........coovvieiiiiiiiininec e 19
Detekce apoptickych markerGWestern BIOteM..........cviveiiiiiiiiiiieee s 20
Kinetické méfeni aktivity KaSpazy 3 ........covviviiiiieiiiiie e s 20
Imunofluorescencni detekce KASPAZY 3......ooveiuiiiiiiiiiie it 20
B.DISKUSE ...ttt 21
6. ZAVERY ...t 28
6.1 KHNICKE VZOTKY ..ottt bbb bbbt n bt nee b e e b nre s 28
6.2 BUnEEna lni€ A2780.......oiiiiiiiiieiisese st 28
7. POUZITA LITERATURA ....cooiirimiiiiiiiiieisies s ssssess st 29

8. PREHLED PUBLIKACNI CINNOSTI AUTORA ....cooieeteeeeeeeeteeeeeeeeeeeeee s seseeeseeeeeseeesenenes 34



SOUHRN

Ovarialni karcinom pfedstavuje patou nejcastéjSi malignitu a je také nejcastéjsi
pfi¢inou umrti mezi gynekologickymi malignitami v populaci Ceskych Zen. Nejaktudlngjsi
data Narodniho onkologického registru CR uvadi incidenci 20,64 a mortalitu 12,58 na 100
000 zen (posledni data z roku 2010). Velky problém ptedstavuje pozdni diagnoza, kdy jsou
onemocnéni velmi Casto odhalena az v pozdnich klinickych stadiich a s tim pak souvisi
1 vysoka mortalita. Limitujicim faktorem onemocnéni je jeho vysoka heterogenita, ¢asto se
rozvijejici rezistence na podavanou cytostatickou 1é¢bu a nedostate¢na individualizace 1é¢by.

Ve spolupréci s Porodnickou a gynekologickou klinikou Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové jsme testovali vzorky solidnich nadort a ascitii pacientek s ovaridlnim karcinomem
za Ucelem predikce odpovédi na cytostatickou 1é¢bu v podminkach in vitro. Testovany byl
panel Sesti cytostatik (cisplatina, paklitaxel, karboplatina, gemcitabin, topotekan, etoposid),
ktery zahrnoval také cytostatika pouzivana v primarni 1é€bé ovarialniho karcinomu. Pouzili
jsme také modelovy systém bunécné linie A2780 k porovnani efektivity testovanych
cytostatik.

Vysledky prace zahrnuji zjiSténi, ze nejvysSi vnimavost vykazuji bunky, izolované
z klinickych vzorkd ovarialnich karcinomuti a ascitli pacientek s ovarialnim karcinomem, na
topotekan a cisplatinu. Na karboplatinu byla nej€astéji zjiSté€na rezistence a na paklitaxel jen
hraniéni vnimavost. Pfitom standardni schéma primarni terapie ovaridlniho karcinomu
zahrnuje pravé podavani platinového derivatu, karboplatiny nebo cisplatiny, v kombinaci
s paklitaxelem.

Modelovéa bunécna linie A2780 byla k testovanym cytostatikiim citlivéjsi. Testovana
cytostatika inhibovala proliferaci a indukovala bunéfnou smrt V zavislosti na jejich
koncentraci a dobé piisobeni. Pouzitymi metodami jsme dospéli k zavéru, Ze nejucinnéjSim

cytostatikem inhibujicim proliferaci bun¢k linie A2780 je topotekan.



SUMMARY

Ovarian cancer is the fifth most common cancer and the most frequent cause of the
death among gynaecological cancers in population of Czech women. The latest data from the
National oncological register of Czech Republic show the incidence 20,64 and mortality
12,58 in 100 000 women (2010). A serious problem is represented by a late diagnosis of
cancer, when the disease is diagnosed in the late stadium and finally this causes high mortality
from this kind of cancer. Most complicated factors include high heterogenity of the disease,
frequent apperance of resistance to cytostatics and low individualization of chemotherapy.

In cooperation with a Clinic of gynaecology and obstetrics, Faculty hospital in Hradec
Kralove, we have tested solid tumors and ascites samples of patients with ovarian cancer
diagnosis to predict answers to chemotherapy within in vitro conditions. A panel of six
cytostatics (cisplatin, paclitaxel, carboplatin, gemcitabine, topotecan, etoposide), which are
also used in primary chemotherapy of ovarian cancer, has been tested. We have also used
a model system, a human ovarian cancer cell line A2780, co compare the reactivity to tested
cytostatics.

Our results show the highest sensitivity of cells isolated from clinical samples of solid
tumors and ascitic fluid to topotecan and cisplatin. Most frequently there has been discovered
a resistance to carboplatin whereas only a marginal reactivity to paclitaxel has been revealed.
But in fact a standard scheme of primary chemotherapy of ovarian cancer includes just
administration of platinum derivative, carboplatin or cisplatin, in a combination with
paclitaxel.

A model human ovarian cancer cell line A2780 has showed a higher sensitivity to
tested cytostatics. These cytostatics inhibited proliferation and induced a cell death depending
on their concentration and time of action. The most effective cytostatic was evaluated

topotecan.



1. UVOD

Ovarialni karcinom pfedstavuje patou nejcastéjsi malignitu a je také nejcastéjsi
pricinou umrti mezi gynekologickymi malignitami v populaci Ceskych Zen. Incidence tohoto
onemocnéni neni zanedbatelnd, kazdy rok je diagnostikovano asi 1200 novych ptipadt
onemocnéni a 700 zen vjeho dusledku zemie [1]. VSeobecné zivotni riziko vzniku
ovarialniho karcinomu se pohybuje okolo 1,4 %, tj. 1 ze 70 Zzen. Funk¢éni organizovany
screening ovarialniho karcinomu, ktery by mél dostatecnou senzitivitu, specificitu a pozitivni
prediktivni hodnotu, zatim chybi.

Velky problém tak pfedstavuje pozdni diagnoéza, kdy jsou onemocnéni velmi casto
odhalena az v pozdnich klinickych stadiich a s tim pak souvisi i vysok4a 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 1écbu
a nedostate¢na individualizace 1éCby.

Ovaridlni karcinom se oznacuje jako ,tichy zabijak“, protoZze jeho symptomy se
vétSinou nerozviji dfive nez v pokrocilych stadiich onemocnéni, kdy je Sance na vyléceni
nizk4. Obecné lze fici, Ze ¢im dfive je onemocnéni zachyceno, tim je jeho prognoza lepsi.
Lécba a preziti tak zavisi na stddiu onemocnéni v dob¢ diagnozy. Bohuzel, vice nez 75 %
pacientek s ovarialnim karcinomem je diagnostikovanych az v pokro¢ilych stadiich (III a IV
podle FIGO). V téchto pozdnich stadiich je pétileté preziti 20-30 %. Naopak v casnych
stadiich I a II je pétileté pieziti 90-95 % [2, 3].

Ovarialni karcinom se vyskytuje ve vSech vékovych skupinach v zavislosti na
histologickém typu nadoru. U epitelidlniho ovarialniho karcinomu (EOC) je primérny veék
v dobé diagndzy 57 let, u nddori neepitelidlnich asi 33 let. Incidence tohoto onemocnéni roste
s vékem [4]. Ovarialni tumory lze rozlisit na benigni, maligni ¢i hrani¢ni (borderline). Jasné
ovarialni prekancerdzy nejsou definované.

Patogeneze ovaridlniho karcinomu neni jednoznacné objasnénd. Celych 90 %
ovarialnich karcinoml pfedstavuje sporadicka forma onemocnéni, 5-10 % pak pfipada na
formu hereditarni spojenou s mutacemi BRCA 1 a BRCA 2 gent. Z histologického pohledu
jsou ovarialni malignity velice heterogenni skupinou. Radi se sem nadory z povrchového
epitelu a stromatu (karcinomy a borderline nadory), které tvoii 80-90 % vSech ovaridlnich
nadori, nasleduji nadory z mezodermu gondd (gonadostromdlni nddory), nadory ze
zarode¢nych buné¢k, ostatni a sekundarni nadory ovarii, které metastazuji [4]. Nadory

z povrchového epitelu, tj. epitelidlni ovarialni karcinomy (EOC), jsou nejcastéjsi, tvoii vice
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nez 85 % vsech diagnostikovanych nadora ovaria [5].

Vyskytuji se mutace dvou skupin kli¢ovych genti — tumor-supresorovych genil
a protoonkogenii. Mutace tumor-supresorového genu kodujiciho protein p53 je u ovarialniho
karcinomu pfitomna piiblizné ve 30 %, jind studie uvadi vice nez v 50 % nadoru [6, 7].
Nadmérna exprese proteinu p53 byla pozorovand u 50 % ovaridlnich nadori a abnormality
p53 byvaji pfitomné i v inkluznich cystach piilehlych k invazivnimu nadoru [6, 7]. Zda se, Ze
mutace p53 se objevuje pozdéji v pribéhu progrese nadoru a je mnohem castéjs$i u pozdnich
stadii ovarialniho karcinomu [7, 8]. Geneticka zména, ktera inaktivuje gen TP53 nebo snizuje
expresi pro-apoptotickych molekul z rodiny BCL2 genti, podporuje vznik nadoru tim, ze
znemozinuje odstranéni geneticky poskozenych bunék cestou programované bunééné smrti
[7]. A jako onkogeny ucastnici se patogeneze ovarialniho karcinomu a zaroven mozné
dilezité cile budouci molekularni terapie byly identifikované geny RAS, AKT2, C-MYC,
HER2/Neu(erb2), PIK3CA a synuklein [6, 8].

Primarni terapie ovarialniho karcinomu zahrnuje chirurgicky zékrok a naslednou
chemoterapii. Vyjimeéné se aplikuje i radioterapie [9]. Velikost pooperaéniho rezidua
ovliviiuje dobu pieziti pacientek. Cim je nadorové reziduum vétsi, tim je také vyssi riziko
recidivy onemocnéni a zkraceni doby preziti pacientky. Kombinace paklitaxelu a karboplatiny
aplikovana v 21 dennich intervalech v Sesti sériich je v soucasné dob¢ standardem pro
zahajeni chemoterapie u tohoto onemocnéni [10]. Ovarialni karcinom je klasifikovany jako
chemosenzitivni, ale ne chemokurabilni nador. Literatura uvadi Gispé$nost primarni 1écby mezi
60 - 80% [11]. Stfedni doba do progrese onemocnéni se pohybuje mezi 16-22 mésici. Az 85
% pacientek, zejména téch diagnostikovanych s pokro¢ilym nadorem ovaria, v pribéhu
jednoho az dvou let recidivuje [12]. S recidivou se pak casto objevuje i rezistence
k chemoterapii, kterd ma hlavni podil na vysoké mortalité¢ u tohoto nddorového onemocnéni.
Rozvoj 1ékové rezistence k platinovym preparatim a paklitaxelu je povazovany za hlavni
divod neuspésné terapie a smrti vice nez 90 % pacientek s metastatickym ovaridlnim

karcinomem [5].

In vitro testy chemosenzitivity se uplatiuji pii testovani novych, potencialné
pouzitelnych léCebnych latek, sestavovani novych lécebnych protokolti a nékdy také pro
volbu individualni terapie. Prediktivni testovani in vitro je vhodnym nastrojem pfi
rozhodovéni o tom, ktery z nékolika dostupnych lé¢ebnych reziml pouzit u jednotlivych
pacientd [13]. Protoze je kazdy nador pacienta genotypové a fenotypové odlisny [14, 15],

znamena to, ze na totéz 1é¢ivo mize kazdy pacient reagovat odlisn€. Z tohoto diivodu bylo
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snahou vyvinout prediktivni in vitro testy k urceni reaktivity na cytostatika [16, 17, 18, 19].
Vsechny techniky maji spolecné zédkladni kroky spocivajici v izolaci bun¢k z biologického
materidlu, jejich inkubaci s protinadorovymi léCivy, urCeni mnozstvi ptezivajicich bunék
a interpretaci bunécné odpovédi.

Rezistence urcena v podminkach in vitro, bude pravdépodobné v podminkach in vivo
stejna. Naopak senzitivita determinovana v podminkach in vitro, kde chybi fada dalsich
biologickych faktorti, které uc¢innost chemoterapeutika ovliviiuji, nebude S nejvétsi
pravdépodobnosti v podminkach in vivo totozna. Tedy urceni rezistence v podminkach in vitro
ma svijj vyznam, ale ureni senzitivity v téchto podminkach je mnohem méné spolehlivé [20].

V nasi praci jsme hodnotili rezistenci/senzitivitu souboru klinickych vzorki
ovarialnich karcinomd pomoci MTT testu. Metoda byla zavedena roku 1953 Blackem
a Speerem [21] a Mosmann ji v roce 1983 piedstavil v jeji poloautomatické formé [22]. MTT
test je definovany jako rychly, spolehlivy a objektivni, vhodny pro rozsédhlé hodnoceni 1ékové
rezistence u leukemii a lymfomu [23]. Pozdé&ji byl upraveny na hodnoceni 1ékové rezistence

lidskych leukemickych bunék a buné¢k jinych typa nadoru [24, 25, 26, 27].

Utinnost testovanych cytostatik jsme hodnotili nékolika metodami také na modelové
bunécné linii A2780 lidského ovaridlniho karcinomu. Soubor testovanych cytostatik

zahrnoval cisplatinu, paklitaxel, karboplatinu, gemcitabin, topotekan a etoposid.



2. CiLE PRACE

V praci jsme si stanovili nasledujici cile:

2.1 Testovani chemosenzitivity u bunék izolovanych ze vzorki lidskych ovarialnich

karcinomi v podminkach in vitro

1. Jaka je reaktivita souboru klinickych vzorki na testovand cytostatika?

2. Lisi se chemosenzitivita Cerstvé izolovanych bunék a bunék po jejich rozmrazeni?

3. Li8i se chemosenzitivita u bun¢k izolovanych ze solidniho nddoru a ascitu téze

pacientky?

4. Lisi se reaktivita vzorka téZe pacientky v Case (pacientky s recidivou onemocnéni,

opakované odbéry)?

2.2 Testovani chemosenzitivity in vitro na modelovém systému lidské ovarialni

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

cytostatiky a srovnani jeji reaktivity s reaktivitou klinickych vzorku.



3. MATERIAL A METODIKA

Soubor klinickych vzorki

Klinické vzorky byly ziskané od pacientek podstupujicich chirurgicky zakrok
v diisledku diagnozy ovarialniho karcinomu na Porodnické a gynekologické klinice Fakultni
nemocnice Vv Hradci Kralové. Soubor zahrnoval vzorky nadori ruzného stadia
a diferenciacniho stupné ovaridlniho karcinomu. Odebirané byly solidni nadory a ascity,
jednalo se o primdrni nalezy i 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 lécbu, pripadné¢ doba do objeveni se recidivy onemocnéni, jsme neméli
k dispozici. Béhem let 2006-2011 bylo ziskano 194 vzorkt, 144 z nich bylo plné testovano.
Primérny vEék souboru pacientek byl 63,5 roku, nejstar$i pacientce v souboru bylo 86 let

a nejmladsi 28 let v dob¢ diagnozy.

Izolace bunék ze solidniho nadoru

Vzorek tkané se mechanicky desintegroval a izolované buniky oddélily od erytrocyti
a mrtvych bun€k na hustotnim gradientu (Ficoll 400, Telebrix 35, destilovana voda, hustota
gradientu 1,077 kg/1) centrifugaci (30 min, 2200 rpm, 20 °C). Na rozhrani mezi gradientem
a médiem se hromadily Zivé bunky v podob¢ prstence. Buiiky se sesbiraly do nové zkumavky
Pasteurovou pipetou, promyly promyvacim médiem a centrifugovaly (5 min, 1600 rpm, 20
°C). Pokud po stoceni peleta obsahovala erytrocyty, bylo potteba je lyzovat (5 ml destilované
vody max. 30 s, lyza se zastavila 0,5 ml 10x koncentrované¢ho roztoku PBS bez ionti).
Pelety z jednotlivych zkumavek se nakonec sesbiraly do jedné, promyly promyvacim médiem
a naposledy centrifugovaly (5 min, 1200 rpm, 20 °C). Po nafedéni kultivacnim médiem byly

bunky piipravené k testovani.

Izolace bunék z ascitu

Ascites se prelil do 50 ml falkonek a centrifugoval (10 min, 1500 rpm, 20 °C). Bunky
z ascitu se izolovaly jednoduchou centrifugaci. Pokud pelety obsahovaly erytrocyty, bylo
tteba je lyzovat (9 ml destilované vody max. 30 s, lyza se zastavila 1 ml 10x koncentrovaného
roztoku PBS bez iontll). Pelety z jednotlivych zkumavek se nakonec sesbiraly do jedné,
promyly promyvacim médiem a centrifugovaly (10 min, 1500 rpm, 20 °C). Po nafedéni

kultivacnim médiem byly bunky piipravené k testovani.
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Ovlivnéni bunék

Koncentrace bun¢k se upravila 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 bunééné suspenze zamrazovala pro dalsi
testovani. Kazdé cytostatikum bylo testované v dubletu. Bunécna suspenze o koncentraci
1x10° bunék/ml se pipetovala po 80 pl do 96-jamkovych kultivaénich desticek kromé& prvniho
sloupce (blenk). K 80 pl bunééné suspenze se piidalo 20 pl média v ptipadé kontrolnich
bun¢k a 20 pl roztoki cytostatik (Tab. 1). Bunky se kultivovaly 72 h v inkubatoru pii 37 °C

a atmosfére 5% CO,.

Tab. 1 Koncentracni fady testovanych cytostatik

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
Cq 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
MTT test

Po skonceni kultivace se do kazdé jamky mikrotitracni desticky pipetovalo 10 pl
roztoku MTT (5 mg/ml). Béhem 2 — 6 hodin po vytvofeni fialovych krystali formazanu se do
kazdé jamky pipetovalo 100 pl roztoku SDS (10 %, pH 5). Krystaly formazanu se rozpoustély
ptes noc. Spektrofotometrické vyhodnoceni bylo provedené pii 560 nm (spektrofotometr
SpektraFluor Plus, Tecan, Salzburg, Austria). Od namétenych hodnot byla ode¢tena hodnota

pozadi (médium) a vysledky byly vyjadiené jako procenta kontroly.

Hodnoceni reaktivity bunék

Spektorfotometrické méteni absorbance a vypocet hodnoty ECS50 pro kazdé
cytostatikum byly zdkladem pro hodnoceni reaktivity klinického vzorku. Podle hodnoty EC50

spadajici do jednoho z intervalli (Tab. 2) byla urfena reaktivita vzorku jako vnimavost,
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hrani¢ni vnimavost nebo rezistence. Pokud cytostatikum ve vysoké koncentraci ptisobi pokles
poctu zivych bunék pod 25 %, bunky se oznacuji jako vnimavé k ptsobeni 1é¢iva. Zabiji-li
nejvyssi testovana koncentrace 1é¢iva vice nez 25 % ale méné€ nez 50 % bunck, oznacuji se
jako hrani¢né (stfedn€) vnimavé. A pokud buiiky ptezivaji nejvyssi testovanou koncentraci

1€¢iva, oznacuji se jako rezistentni [28].

Tab. 2 Hodnoceni reaktivity klinickych vzorkt podle hodnot EC50

Vypoctena hodnota EC50 (ng/ml)
Cytostatikum rezistence hrani¢ni vnimavost vnimavost
CisPt 100 - 18,75 18,75 - 6,25 <6,25
PTX 50-9,38 9,38-3,13 <3,13
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 <3,13

Zamrazeni bunék izolovanych z EOC

Izolované buiiky se nafedily kultivaénim meédiem a centrifugovaly v pfedchlazené
centrifuze (5 min, 500 rpm, 4 °C). Nasledn¢ se odsal supernatant a builky opatrné
resuspendovaly v zamrazovaci smési (10 % DMSO ve FBS) v kone&né koncentraci 1x107 -
2x10” bungk/ml. Smés se rozplnila po 1 ml do predchlazenych kryozkumavek, které se ihned
ulozily do kryokontejneru vychlazeného na 4 °C. Kryokontejner se zkumavkami se ulozil pfi -
20 °C po dobu jednoho dne, nasledné pfti -80 °C po dobu tii dnil a pak do tekutého dusiku po
dobu n¢kolika tydnli nez byly burniky opé€t testované na MTT.

Rozmrazeni bunék izolovanych z EOC

Zamrazené bunky v kryozkumavkdch 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 builky byly opét testované na citlivost

k cytostatikim MTT testem.
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Bunécna linie A2780 a jeji kultivace

Stabilizovana buné¢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 odvozené od lidského epitelidlniho ovaridlniho
karcinomu. Buiiky rostou v médiu RPMI 1640 + 2mM glutamin + 10% fetalni bovinni sérum
(FBS). Pasazovaly se tfikrat tydné za pouziti 0,25 % roztoku trypsinu obohacen¢ho o EDTA.
Kultivace probihala pii 37°C a 5% CO; a builky rostly jako monolayer. Kultury byly
pravidelné testované na ptitomnost mykoplazmat pomoci metody PCR. Tato buné¢na linie
A2780 byla pouzitd jako modelovy systém pfi testovani chemorezistence u bun¢k lidského

ovarialniho karcinomu v podminkach in vitro.

WST-1 a stanoveni celkového mnoZstvi proteint v buiikach (barveni Coomassie Brilliant

Blue)

Pro stanoveni metabolické aktivity bun¢k linie A2780 byl pouzity kit Cell proliferation
reagent WST-1 (Boehringer Mannheim-Roche) a celkové mnozstvi proteinti bylo stanovené
postupem podle Bradfordové. Po skonceni inkubacniho intervalu 72 h se buiky
v mikrotitra¢nich destickach 2x oplachly PBS a do jamek se ptidalo po 100 pul WST-1
v meédiu (0,3 mg/ml). Absorbance se meéfila pii 450 nm proti 650 nm. Poté se desticky
inkubovaly v termostatu a po 2 h se provedlo dalsi méfeni. Po skonceni méfeni se desticky
oplachly PBS a fixovaly roztokem metanolu. Nasledné se butiky barvily roztokem Coomassie
Brilliant Blue (0,4 mg/ml) 1 h. Poté se znovu oplachovaly (85 % H0, 10 % absolutni etanol,
5 % ledova kyselina octova). Navazané barvivo se rozpoustélo ptidanim 100 ul 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 pii 620 nm proti 450 nm (spektrofotometr SpektraFluor Plus,
Tecan, Salzburg, Austria).

Dynamické méreni bunééné proliferace pomoci systému xCELLigence

Specialni xCELLigence E-desti¢ky se plnily 100 ul RPMI na jamku a determinoval se
signal pozadi. Poté se do kazdé jamky ptidalo po 100 pl bunécné suspenze o koncentraci
25 000 bungk/jamku. Bunky se nechaly 30 min adherovat na dna jamek pfi lab. teploté. E-
desticky se umistily do zafizeni xCELLigence v inkubatoru a po dobu 24 h se sledovala
bunécna proliferace. Po této dobé se pfidaly roztoky testovanych cytostatik v koncentracnich
fadach (Tab. 1) a sledoval se bunécny index po dobu dalSich 72 h. Po uplynuti inkubacni doby
RTCA software pristroje vypocetl hodnoty EC50 pro kazdé testované cytostatikum.
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Morfologicka studie — fotodokumentace

V ¢asovych intervalech 0 h — 24 h — 48 h — 72 h byla vybrana zorna pole kontrolnich
a ovlivnénych bunék fotografovana za pouziti Olympus IX70 mikroskopu a JVC barevné

videokamery (Victor Company of Japan) pii zvétseni 400x.

Analyza bunééného cyklu — barveni propidium jodidem

Kontrolni a ovlivnéné bunky v Casovych intervalech 3 h — 6 h — 12 h — 24 h se
seSkrabaly ze dna pasazovacich lahvi a pfenesly do centrifugacnich zkumavek, centrifugovaly
(10 min, 1000 rpm, 4 °C) a supernatant se slil. Bylo pfidano 10 ml PBS a znovu se
centrifugovalo, supernatant se slil a peleta rozklepala. Za mirného vortexovani se prikapavaly
2 ml ledové vychlazeného 70 % etanolu. Vzorky se nechaly pfes noc fixovat v lednici. Dalsi
den se zkumavky centrifugovaly (10 min, 2000 rpm, 4 °C). Supernatant se slil a peleta dobte
rozklepala. Obsah zkumavek se oplachoval 10 ml PBS a centrifugoval. Supernatant se slil
a peleta dobfe rozklepala. Ke kazdému vzorku se ptidalo 0,5 ml vychlazeného PBS a 0,5 ml
fostat-citratového pufru (0,2 M Nap,HPO,4, 0,1 M kyselina citronova, pH 7,8) a inkubovalo 5
min ve tmé& pfi laboratorni teploté. Poté se zkumavky dolily 9 ml vychlazeného PBS
a centrifugovaly. Supernatant se slil a peleta dobfe rozklepala. Pfidalo se 0,5 ml Vindelovova
roztoku (1,2 g/l TRIS, 0,6 g/l NaCl, 0,01 g/l RNA4aza, 0,05 g/l PI) a vzorky se inkubovaly 1 h
pii 37 °C v CO; inkubatoru. Poté se resuspendovaly, pipetovaly do pratokovych zkumavek
a méfily na pritokovém cytometru (Cell Lab Quanta SC MPL Flow Cytometer, Beckman
Coulter, USA) vybaveném 488 nm laserem v FL2 kanalu.

Detekce proteini Western blotem

Vzorky nafedéné 3xSDS vzorkovym pufrem (0,5 M TRIS-HCI pH 6,8, 20 % glycerol,
1,25 % SDS, 0,004 % bromfenolovd modf) se zahfivaly 5 min pifi 95 °C a vychladily
Vv lednici. Nanasely se v koncentraci bilkoviny 40 pg/ml spolu s 5 ul markeru molekulovych
hmotnosti (Precision Plus Protein™ Dual Color Standard, Bio-Rad) na 15 %
polyakrylamidovy gel. Elektroforéza probihala v pufrovacim roztoku (25 mM TRIS-HCI pH
8,3, 960 mM glycin, 0,1 % SDS) pti 200 V a 240 mA 50-60 min. Po skonceni elektroforézy se
gely skladaly s membranami do tzv. ,,sendvici a pienesly do blotovaciho pufru (25 mM
TRIS-HCIL, 190 mM glycin, 20 % metanol). Pfenos proteinti na PVDF membranu probihal za
podminek 100 Va 250 mA 60 min. Po ukonceni blotovani se membrany promyly
Vv destilované vodé a suSily pro naslednou imunodetekci. VysuSené membrany se aktivovaly

ponofenim do metanolu po dobu 1 min, oplachovaly 10 min v TBS (0,025 M TRIS-HCI pH
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7,5, 0,15 M NacCl), 1 h blokovaly v bloka¢nim roztoku (5 % roztok suseného 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) pii 30 °C. Nasledn¢ 1 h inkubace membran se sekundarni
protilatkou (1:1 000 nebo 1:500) pii 30 °C. Poté promyvani 6 x 9 min v 0,05 % TBS-T pii 30
°C a jednou v TBS po dobu 5 min. Vysledky byly ziskané pomoci chemiluminiscen¢niho

detek¢éniho kitu.

Kinetické méieni 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
K uvolnéni fluorescen¢niho 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, specificky inhibitor kaspazy 3, byl pouzity k potvrzeni specifity Stépeni
kaspazy 3. Fluorescence byla méfena pii 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 vyjadfila jako nmol AMC/min/mg
proteinu. Koncentrace proteinti byla urcena spektrofotometricky pomoci bicinchoninové

kyseliny (BCA) a bovinniho sérového albuminu (BSA) jako standardu.

Imunofluorescenéni detekce kaspazy 3

Buiiky byly nasazené do cytospinovych komiirek v hustoté 3 x 10* bungk na 1 ml
média a kultivované po dobu 24 h v inkubatoru (37 °C, 5 % CO,). Poté byly buiiky ovlivnéné
cytostatiky a kultivované ve 24 h — 48 h — 72 h intervalech. Nasledn¢ se komurky
centrifugovaly (5 min, 500 rpm, 4°C). Bunky se fixovaly cerstvym roztokem 2%
paraformaldehydu 20 min, poté se tfikrat oplachovaly PBS bez iontli, permeabilizovaly
roztokem TRITON-X 3-5 min a nasledné opét proplachovaly tfikrat PBS bez iontd.
Nasledovala blokace bun€k v bloka¢nim roztoku (0,5 g suseného mléka v 10 ml PBS-T; T =
Tween 20) 1 h pfi laboratorni teploté. Poté se blokacni 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 pti 4°C. Poté se cytospinové komurky opét tiikrat oplachovaly roztokem PBS a aplikovala
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se sekundarni protilatka anti-my$i Alexa Fluor® 488 fedéna 1:250 v 5 % mléku v PBS-T
a fluorescencni barvivo DAPI (10 pg/ml) pro barveni jader. Inkubace probihala 45 min pfi
laboratorni teploté. Poté se bunky opét oplachovaly. Cytospinové komurky se rozebraly
a sklitka lepila k sob& pomoci montovaciho média SlowFade®. Takto pfipravené preparaty se
prohlizely ve fluorescenénim mikroskopu Nikon ECLIPSE E 400 (Nikon Corporation,
Kanagawa, Japan) ptfes vhodnou kombinaci filtrii. Fotografie byly pofizené a analyzované

pomoci programu Lucia DI Image Analysis System (Laboratoty Imaging Ltd., CR).

Statistické vyhodnoceni

Prezentované vysledky jsou primérem tfi nezavislych experimentd. Statisticka
analyza dat byla provedena 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 vzorki byl pouzity jednosmérny Anova test a Dunnettliv post test pro mnohocetné
porovnani a také McNemartv test symetrie v kontingen¢ni tabulce. V zadném piipad¢ 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 (kvili relativné malému souboru).
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4. VYSLEDKY
Reaktivita klinickych vzorki

Celkem u 83 vzorkt solidnich nadori ovaria bylo mozné hodnotit jejich reaktivitu
v podminkach in vitro. Data ukazuji nejvyssi citlivost klinickych vzorka na topotekan 80,6 %
a cisplatinu 60,2 %. Naopak nevyssi rezistence byla zjisténa na gemcitabin 81,4 % a etoposid
77,9 %. Vysoka byla také rezistence na karboplatinu a to 54,9 % vzorkt. Paklitaxel vykazoval

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

Celkem u 61 vzorki asciti pacientek s ovaridlnim karcinomem bylo mozné hodnotit
reaktivitu v podminkach in vitro. Nejvyssi vnimavost vzorku asciti byla detekovana na
topotekan 84,5 % a cisplatinu 82,0 % vzorkl. Naopak nejvyssi rezistence byla zjisténa na
etoposid 76,8 %, gemcitabin 61,7 % a vysoka byla rezistence také u karboplatiny 44,3 %.
Stejné jako u vzorkl solidnich nadori, paklitaxel vykazoval nejcastéji jen hraniéni vnimavost

atou 50,8 % vzorki.

Porovnani reaktivity ¢erstvé izolovanych a rozmrazenych vzorkii solidnich nador

a ascitu

Z 39 rozmrazenych vzorki jich bylo moZné otestovat 27, z toho 16 solidnich nadort
a 11 ascitd. Ziskali jsme 108 parovych hodnot, kdy reaktivita ziistala stejnd u 54 (50 %)
parovych hodnot, reaktivita byla po rozmrazeni vyssi u 26 (24,1 %) parovych hodnot
a naopak niz$i u 28 (25,9 %) parovych hodnot. Statisticky vyznamny rozdil v reaktivité
solidnich nadord a asciti nebyl pozorovany. Vysledky vSak mohou byt ovlivnéné malym
poctem dat v souboru. Po rozmrazeni byla pozorovand vys$i viabilita bun€k izolovanych

Z ascitl oproti bunkam ze solidnich nadord.

Porovnani reaktivity solidniho nadoru a ascitu téZe pacientky

V souboru pacientek se podatilo vybrat 19 parovych vzorkd, solidnich nadort a ascith
téze pacientky a bylo ziskdno 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. Statisticky vyznamny rozdil v reaktivité solidnich naddora a ascitl nebyl pozorovany.

Vysledky v§ak mohou byt ovlivnéné malym poctem dat v souboru.
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Porovnani reaktivity vzorku téZe pacientky v Case
Ze souboru pacientek s ovarialnim karcinomem se podafilo vybrat celkem 10,

u kterych jsme méli k dispozici vzorky po opakovanych odbérech v dusledku recidivy
onemocnéni. Z toho byly tfi solidni nddory a sedm ascitli, s minimaln¢ 2 a maximaln¢ 5
opakovanymi odbéry vzorkl. Bylo ziskdno 53 parovych hodnot reaktivity. U dvou vzorkl
byla reaktivita v ¢ase nahodila, tyto nebyly do souboru zahrnuté. Ostatni vykazovaly shodnou
reaktivitu u 33 (62,2 %) parovych hodnot nebo postupné v ¢ase zvysenou 9 (17 %) nebo

naopak snizenou 11 (20,8 %) reaktivitu.

Nasledujici metodiky byly pouzité u modelové bunécné linie A2780.

MTT
Metabolicka aktivita bunék A2780 po ovlivnéni testovanymi cytostatiky byla

stanovend pomoci MTT testu. Nejvyssi inhibici proliferace vykazovaly buiiky linie A2780 po
ovlivnéni gemcitabinem, paklitaxelem a topotekanem. Byly méné vnimavé k cisplating
kazdé z cytostatik byla vybrana pro dalsi testovani pravé na zakladé opakované shodnych
vysledkd MTT testil. Bylo provedeno devét nezavislych experimentl v riiznych pasazich linie

A2780.

WST-1

’

Ucinek testovanych cytostatik byl stanoveny také méfenim metabolické aktivity bunck
WST-1 testem a méfenim celkového obsahu proteintt metodou barveni Coomassie Brilliant
Blue. Nejvyssi inhibici proliferace vykazovaly buiiky ovlivnéné gemcitabinem, paklitaxelem
vnimavost ke karboplating.

Celkovy obsah proteini stanoveny metodou barveni Coomassie Brilliant Blue byl
gemcitabinem a topotekanem.

Tyto vysledky jsou primérem tii nezavislych experimentt. Vysledky obou testii, MTT
a WST-1, poskytly shodné vysledky citlivosti bunécné linie A2780 na testovana cytostatika.

Dynamické méreni bunécné proliferace pomoci systému xCELLigence

Nejvyssi hodnoty EC50 byly ziskané RTCA softwarem systému xCELLigence pro

buniky ovlivnéné karboplatinou. Vysoka hodnota EC50 byla zaznamenana také po ovlivnéni

18



fv v

ze tif nezavislych experimentt.

Morfologicka studie — fotodokumentace

Buiiky linie A2780 jsou epiteloidni, s ovalnymi jadry a vyraznymi jadérky, maji
proménlivy tvar a rostou ve shlucich jednotlivych bunék. Zatimco kontrolni buiky
proliferovaly a zvySovaly svoji konfluenci, ovlivnéné buniky postupné ztracely adherenci
Kk povrchu, =zakulacovaly se a vykazovaly intenzivni ,blebbing”, tj. vytvarely
cytoplazmatickou membranou ohraniené protruze typické pro smrt bunky apoptézou.
Nejdiive byly morfologické zmény patrné u bun€k ovlivnénych paklitaxelem, dale pak
gemcitabinem, topotekanem a etoposidem. Tyto zmény se s prodluzujicimi se ¢asovymi
intervaly zvyraznovaly, naopak minimalni morfologické zmény byly u bunék pozorované po

ovlivnéni karboplatinou.

wYw_ 7

Analyza bunééného cyklu — barveni propidium jodidem

Vliv testovanych cytostatik na distribuci fazi buné¢ného cyklu byl stanoveny pomoci
prutokové cytometrie a barveni propidium jodidem v intervalech 3 h — 6 h — 12 h — 24 h.
Cisplatina, karboplatina a gemcitabin zvySovaly podil bun€k v G1/S fazi bunééného cyklu.
Topotekan a etoposid indukovaly hromadéni bun¢k v S fazi, efekt byl prodlouzeny
u topotekanu. Paklitaxel blokoval bunéény cyklus v G2 fazi cyklu az do Sesté hodiny po

ovlivnéni, nasledné se pak zvySovala S faze ve 12 h a G1 faze ve 24 h.

Detekce prolifera¢nich markeri Western blotem

Cytostatika testovana ve stfedni inhibiéni koncentraci ¢4 ovlivnila expresi
prolifera¢nich markeri u modelové linie A2780. Po 24 h intervalu byla exprese Cdc25A
proteinové fosfatazy zvysend po ovlivnéni vSemi testovanymi cytostatiky, nejvyssi hodnoty
byly zaznamenané po ovlivnéni topotekanem a gemcitabinem. Exprese cyklinu Bl byla
zvySena po ovlivnéni vSemi testovanymi cytostatiky S vyjimkou etoposidu. Nejvyznamné;jsi
bylo zvySeni po ovlivnéni gemcitabinem. Exprese cyklinu D1 byla zvySend po ovlivnéni
topotekanem a etoposidem, naopak sniZena 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 mirn¢ po ovlivnéni paklitaxelem.

Po 48 h inkubace s cytostatiky byla exprese Cdc25A proteinové fosfatdzy snizena po
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ovlivnéni vSemi testovanymi cytostatiky. Exprese cyklinu Bl byla snizena po ovlivnéni
paklitaxelem, gemcitabinem a topotekanem, naopak byla zvySend po ovlivnéni etoposidem.
Exprese cyklinu D1 byla snizend u vSech testovanych cytostatik. Vyrazné zvysena exprese
p21 se objevila po 48 h u cisplatiny. Exprese PCNA byla nepatrné zvySena po ovlivnéni
cisplatinou, paklitaxelem a karboplatinou.

Detekce apoptickych markeriWestern blotem

Cytostatika testovand ve stfedni inhibi¢ni koncentraci C4 ovlivnila také expresi
apoptickych marker u modelové linie A2780. Po 24 h intervalu byla exprese Bax snizena po
ovlivnéni karboplatinou a paklitaxelem. Exprese p53 byla zvySend po ovlivnéni topotekanem.
Exprese XIAP byla zvySend po ovlivnéni gemcitabinem, etoposidem, paklitaxelem a
karboplatinou, ale snizena po ovlivnéni topotekanem.

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

vyrazné€ zvysena po ovlivnéni gemcitabinem a topotekanem.

Kinetické méieni aktivity kaspazy 3

Aktivita kaspazy 3 byla stanovena pomoci kinetické fluorimetrické assay. Cytostatika
testovand ve stfedni inhibi¢ni koncentraci c4 ovlivnila aktivitu kaspdzy 3 v pribéhu 72 h
nejrychlejsi nastup a nejvyssi hodnoty aktivity kaspazy 3 byly zaznamenané po ovlivnéni
topotekanem. V pfipad¢ ostatnich testovanych cytostatik byla nejvyssi aktivita kaspazy 3

shodné detekovana po 24 h od ovlivnéni cytostatiky.

Imunofluorescenéni detekce kaspazy 3
Testovana cytostatika ve stfedni inhibi¢ni koncentraci ¢4 V pribéhu 72 h u bunck

indukovala apoptozu a tedy i produkci efektorové kaspazy 3, kterou jsme detekovali pomoci
specifické protilatky anti-mysi Ig Alexa Fluor® 488 jako zelenou fluorescenci. Gemcitabin,
topotekan a etoposid indukovaly nejvyssi aktivitu kaspazy 3. Cisplatina a paklitaxel
indukovaly aktivitu kaspazy 3 jen slabé a to vintervalu 48 h po ovlivnéni. Minimalni
fluorescence byla detekovand po ovlivnéni karboplatinou. V ptipad¢ paklitaxelu a etoposidu
byla zachycend morfologie tzv. “mitotické katastrofy, kdy se v preparatech vyskytovalo

velké mnozstvi fragentovanych bunéénych jader.
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5. DISKUSE

Soucasna chemoterapie je =zalozena prevazné na empirickych zkuSenostech
a generalizaci vysledki rozsahlych klinickych studii, aniz by respektovala individualitu
nemocného a biologickou odlisnost kazdého nadoru. Je vysoce pravdépodobné, ze zohlednéni
faktorti individuality a moznosti jejich posouzeni mize optimalizovat vybér protinddorovych
1é¢iv 1 jejich davky, coz ve svych dasledcich miize ptiznivé ovlivnit terapeuticky efekt a snizi
riziko nezadoucich uc¢inki u pacienta [20]. ,,Personalizovana medicina“ je smér, jehoZ cilem
je co nejvetsi zvyseni Gcinnosti terapie s minimalnim zatizenim pacienta. Jednim ze zptisobu,
jak toho dosdhnout je hodnoceni citlivosti nadorové bunééné populace k cytostatikiim
v podminkach ex vivo s cilem vybéru cytostatika s maximalni G¢innosti a eliminaci 1é¢iva
neu¢inného [29]. Eliminace neu¢inného preparatu na zakladé vysledku in vitro zvySuje Sance
na lécebny uspéch. Velkd cast testl chemorezistence stile lezi v oblasti vyzkumu
a neuplatiluje se v rutinni klinické praxi. Ale neustaly vyvoj v této oblasti slibuje zlepSeni
klinickych aplikaci a individualni piistup v 1é¢bé nadoru [28].

In vitro testy chemosenzitivity jsou vhodnym prostfedkem moznosti individualizace
lécby pacientek s ovaridlnim karcinomem. V systémové chemoterapii nadorovych
onemocnéni se pouzivaji lééebna schémata ovéfena klinickymi studiemi. Statisticky
primarni, pfipadné¢ sekundarni terapii je vybér cytostatik omezeny a dal§i volba neni
standardizovana. Ale ani statisticky nejefektivnéjsi zplisob terapie neni zarukou Usp&$né 1écby
a vzdycky existuje jisty podil ptipadii dané diagnozy, u kterych neni dosazeno o¢ekavaného
ucinku chemoterapie [29]. Kazdy nador, pfestoZe je jednotné morfologicky klasifikovany, je
tvofeny heterogennimi populacemi bunék, které mohou mit odlisné molekularni vlastnosti,
které predurcuji jejich proliferacni aktivitu, pohotovost k apoptdze, metastaticky potencial
nebo také stupen citlivosti k aplikované terapii [30].

Nasim cilem bylo na souboru klinickych vzorka sledovat jejich reaktivitu na panel
Sesti testovanych cytostatik v podminkach in vitro. Testované byly cisplatina, paklitaxel,
karboplatina, gemcitabin, topotekan a etoposid. Prvni tfi cytostatika se aplikuji v klinické
praxi k 1é¢bé ovarialniho karcinomu v prvni linii chemoterapie, gemcitabin a topotekan se
uplatnuji v alternativnich rezimech druhé a vysSsi linie chemoterapie a etoposid se dnes
Vv 1écb¢ ovaridlniho karcinomu téméf nepouziva. Prvni linie chemoterapie byla potvrzena

studiemi GOG 111, EORTC-GCCG a NOCOVA [31].
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Testovana cytostatika maji rozdilny mechanismus Gc¢inku. Alkylacni latky, cisplatina
a karboplatina, vytvafi inter- a intra-fetézcové piekiizeni [32]. Tato cytostatika pisobi
v kterékoli fazi bunéného cyklu, nejsou tedy fazove specificka. Taxanovy derivat, paklitaxel,
blokuje bunécné déleni stabilizaci mikrotubulti. Chromozémy jsou proto neschopné
dosdhnout metafazické konfigurace. Tento proces blokuje progresi mitézy a prodluzuje
aktivaci mitotickych kontrolnich bod nebo navrat do G faze bunécného cyklu bez bunééného
déleni [33, 34]. Ovlivnéné bunky jsou zastavené v G2/M fazi buné¢ného cyklu. Pyrimidinovy
analog, gemcitabin, inhibuje proces potiebny pro syntézu DNA [35]. 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 bunééné smrti [36].
Topotekan tedy pusobi v S fazi bunééného cyklu a nerozviji se na n¢j mnohocetna 1ékova
rezistence. A kone¢né inhibitor topoizomerazy II, etoposid, vytvari ternarni komplexy s DNA
a topoizomeraza II brani opétovnému svazani DNA fetézcl. To zplisobuje chyby v syntéze
DNA a vede k apoptoze buiky [37]. Na rozdil od topotekanu se po aplikaci etoposidu velmi
Casto rozviji mnohocetna 1ékova rezistence, fenotyp MDR.

Dil¢i cile prace zahrnovaly hodnoceni reaktivity souboru klinickych vzorkli na
testovana cytostatika in vitro, testovani klinickych vzorkl po jejich kryokonzervaci, srovnani
reaktivity bun€k izolovanych ze solidniho nadoru a ascitu téze pacientky, sledovani reaktivity
vzorkll v ¢ase pii recidivach onemocnéni a dale pak testovani referenci bunécéné linie A2780.

Testovani souboru klinickych vzorkl pfineslo nasledujici vysledky. Pokud nebudeme
uvazovat etoposid, ktery se dnes pouziva v 1é€bé ovarialniho karcinomu jen velmi vyjimecné,
rezistence in vitro byl zjistény na topotekan a cisplatinu. Citlivost ovarialnich nadorovych
bunék k topotekanu a cisplatiné zminuji také dalsi studie [38, 39, 40]. Na karboplatinu byla ve
srovnani s cisplatinou Castéji zjisténa rezistence in vitro a to platilo pro solidni nadory i pro
ascity. Podstatné vysSi vyskyt rezistence na karboplatinu v porovnani s cisplatinou také
potvrzuji jiné studie [40, 41, 42]. Pfi soucasné primarni 1é¢b¢é ovarialniho karcinomu
platinovym preparadtem v kombinaci karboplatina a paklitaxel, by bylo na zaklad¢ zjisténych
vysledkli vhodné castéji pouZzivat cisplatinu. Vysledky opakované ukazuji vyrazné nizsi
vyskyt rezistence u cisplatiny v porovnani s karboplatinu, jak také zminuje prace nasich
kolegti [43]. Poslednim testovanym cytostatikem byl paklitaxel, na ktery byla nejéastéji
zji$ténd jen hrani¢ni vnimavost.

Topotekan, ktery se pouzivda kl1écbé metastatického ovaridlniho karcinomu,

malobunécného plicniho karcinomu a karcinomu délozniho ¢ipku podle doporuceni VIadni
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agentury USA pro potraviny a 1é¢iva (FDA), vykazoval opakované vysokou senzitivitu pii
testovanti in vitro. Tyto vysledky vedou k myslence pfednostné ho pouzivat v sekundarni 1écbé
ovarialniho karcinomu, pfipadné zmeénit i schéma standardni primarni terapie ovarialniho
karcinomu v pfipadé, Ze budou vysledky klinickych studii Gspé$né [44]. Podle vysledku
klinické studie, vedené na nizozemském institutu pro vyzkum rakoviny, ma topotekan
ucinnost pfinejmensim srovnatelnou s paklitaxelem a to s vys$§im procentem odpovéedi
a signifikantné pozdé&j$im nastupem recidivy [45]. Jina klinicka studie se zabyvala aplikaci
trojkombinace cytostatik karboplatina, paklitaxel a topotekan pii 1éEbé ovarialniho
karcinomu. Vysledky ale nepfinesly zadné zlepSeni v podobé oddaleni ¢asu do progrese
onemocnéni nebo prodlouzeni doby pieziti po pridani tfetiho cytostatika.

Rozdilna reaktivita klinickych vzorki na panel testovanych cytostatik ma své pficiny.
Vseobecné je z literatury zndmo, Ze mezi tyto pficiny patii individudlni genotyp a fenotyp
kazdého pacienta, genetickd variabilita v 1é¢ivo metabolizujicich enzymech a transportnich
systémech, genovy polymorfismus nebo vyskyt sekvencnich variant v populaci [46]. Na
druhé strané je ucinek protinddorového 1é¢iva zavisly také na povaze 1éCivé latky, tedy zda jde
o latku hydrofobni, hydrofilni, se schopnosti prochazet lipidovou dvojvrstvou, zalezi také na
velikosti molekuly a s tim souvisejici difuzi.

Rozvoj rezistence na podavanou cytostatickou 1éc¢bu je hlavni pfi¢inou netspésné
terapie a vysoké mortality u ovaridlniho karcinomu. Geisler et al. v Gynecologic Oncology
v roce 2007 publikovali vysledky prace, vniz se vénovali extrémni lékové rezistenci
u pacientek po ptfedchozi 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 otevird otazku jeho opakovaného uziti pfi recidivé
onemocnéni u téchto pacientek [47].

Holloway et al. publikovali, ze zeny léCené cytostatiky spadajicimi do skupiny
extrémni 1ékové rezistence zjisténé pii testovani in vitro mély signifikantné krat$i dobu pieziti
ve srovnani se zenami, které¢ dostaly cytostatika s nizkou rezistenci zjisténou in vitro. Tato
studie 119 vzorkl epitelidlnich ovaridlnich karcinomil nalezla extrémni 1ékovou rezistenci
v celych 89 % ptipada [41].

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 proteinli souvisejicich prave

srozvojem rezistence u souboru klinickych vzorkli a sledovali korelaci mezi expresi
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p-glykoproteinu, proteint rezistence MRP, MRP3 a MRPS5 a vysledky chomorezistence
ur¢ené MTT testem v podminkéach in vitro. Zaznamenané byly vys$si hodnoty p-gp, MRP,
MRP3 a MRPS5 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 proteini
rezistence se jako nejperspektivngjsi u karcinomu ovaria jevi p-gp a MRP, jak uvadi prace
autoru [48].

Dalsim cilem prace bylo srovnani reaktivity vzorka solidnich nadorti nebo ascitd
pacientek s ovarialnim karcinomem pfed a po jejich kryokonzervaci. Nami ziskana data
ukazuji, ze polovina srovnavanych parovych hodnot vykazuje shodnou reaktivitu, ¢tvrtina
zvySenou a Ctvrtina snizenou reaktivitu na testovana cytostatika po kryokonzervaci vzorki.
Nebyl zjistény statisticky vyznamny rozdil v reaktivit¢ izolovanych bunck pted a po jejich
zamrazeni. Tyto slibné prvni vysledky vSak bude potifeba potvrdit jesté na vétSim souboru
klinickych vzorkii. Pokud by se potvrdila hypotéza, ze kryokonzervace a nasledné rozmrazeni
vzorkd neovliviluje jejich reaktivitu vici cytostatikiim, bylo by toho mozné vyuzit k odlozeni
in vitro testovani chemosenzitivity v piipadech, kdy to neni okamzit¢ po odbéru vzorkd,
zZ casovych nebo personalnich diivodii, mozné.

Dil¢im cilem prace bylo také srovnani reaktivity bun€k izolovanych ze solidniho
nadoru a ascitu téZe pacientky. U Casnych stadii ovaridlniho karcinomu m4 pfitomnost ascitu
negativni prognosticky vliv. Nejcastéji se vSak tvofi az v pokrocilych stadiich a jeho
opakovany vznik je také spojovany s horSi prognézou pacientek. Témét 70% ziskanych
parovych hodnot, hodnot reaktivity solidniho nadoru a ascitu téZze pacientky, vykazovalo
stejnou reaktivitu na testovana cytostatika. V ostatnich ptipadech byla reaktivita solidnich
nadorli v porovnani s ascity vysSi nebo naopak nizsi. Nebyl zjiSté€ny statisticky vyznamny
rozdil mezi reaktivitou bunck izolovanych ze solidniho nadoru a ascitu téZe pacientky.
V néekterych piipadech by se dala zvySend reaktivita bunék izolovanych ze solidniho nadoru
vysvétlit tim, Ze za pfitomnosti krve ve vzorku tkané, kdy je potfeba lyzovat pfitomné
erytrocyty, muze tento proces poskodit také izolované bunky. Disledkem tohoto poskozeni
pak miZe byt zvySena vnimavost bunék k testovanym cytostatikiim.

Pokud by se reaktivita bunc¢k 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 soucCasné ve vétSin€é pripadd je jejich viabilita, v porovnani
s buiikami izolovanymi ze solidnich nadort, vys§i. V ascitu mame také vétsi jistotu, ze
izolované buiiky jsou pravé bunky nadorové, ve srovnani s nadorovou tkani, kde jsou

pfitomné i bunky podpurnych tkani. Mnozstvi uspé$né vyhodnotitelnych testd in vitro
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klinickych vzorkl by se tak zvysilo.

Na mensim souboru klinickych vzorkl jsme také sledovali ptipadnou zménu reaktivity
vzorkll pacientek s recidivou onemocnéni v ¢ase. Ve dvou piipadech nevykazovala reaktivita
na testovana cytostatika v ¢ase odebiranych vzorka zadnou logickou zavislost, tedy reaktivitu
rostouci nebo klesajici v ¢ase, piipadné neménici 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 cytostatikliim rostla. K relevantnimu hodnoceni
zavislosti bude potieba vétsiho poctu vzorku pacientek s recidivami ovarialniho karcinomu
a data budou nasledn¢ interpretovana naSimi klinickymi kolegy. V téchto piipadech je
pravdépodobné reaktivita na podavand cytostatika zavisla na poctu cykli prodélané
chemoterapie, pfipadné poctu recidiv onemocnéni, klinickém stavu pacientky a v neposledni
fad¢ 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 Ize predpoveédét reaktivitu izolovanych
bun¢k vuci cytostatiku in vivo. Je to velmi obtizné a to z toho divodu, Ze nejsme schopni
v laboratofi simulovat podminky in vivo. Uréime-li rezistenci vi¢i cytostatiku v podminkach
in vitro, da se predpokladat rezistence na dané cytostatikum i v podminkach in vivo. Totéz ale
s nejvetsi pravdépodobnosti nebude platit pro sensitivitu zjisténou in vitro a reaktivitu na dané
cytostatikum in vivo [20]. Pfi interpretaci vysledki testovani bunék izolovanych z klinickych
vzorkll v podminkach in vitro je tieba brat v uvahu, Ze nadorové onemocnéni je komplexni
d¢j, ktery se nedé zjednodusit na problém jednotlivych bunék nebo bunéénych populaci. S tim
zakonité souvisi to, ze bunky 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 miiZze projevit zménou morfologie, ristovych parametrt, exprese
povrchovych a intracelularnich markerti nebo vést k jejich dediferenciaci [49]. Je potieba mit
na paméti, ze snaha interpretovat vysledky in vitro testi chemosenzitivity musi byt brana
v kontextu biologie nadorového onemocnéni [31], kdy rtst nadoru piedstavuje komplexni déj,
ktery zahrnuje proliferaci nddorovych bunéck, reakce bun€k imunitniho systému pacienta,
neovaskularizaci a apoptozu. Toto nejsme v podminkach in vitro schopni navodit.

Jako metodu testovani in vitro chemosenzitivity jsme v souladu s doporu¢enim podle
SOP Fakultni nemocnice v Olomouci vybrali MTT test detekujici aktivitu mitochondrialni
sukcinat dehydrogenazy [50]. Na zakladé dosud publikovanych praci ho lze charakterizovat
jako jednoduchou, rychlou, dobfe reprodukovatelnou a relativné¢ standardni metodu pro

predikci chemorezistence/chemosenzitivity nadort, kterd je navic i cenové piijatelna [51].
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Rutinni test musi byt standardni laboratorni technikou pro pfipravu vzorku a kultivaci bunék.
Musi byt také moznd automatizace postupu a tyto podminky MTT test spliiuje. Pro co nejlepsi
reprodukovatelnost vysledkti in vitro testovani je poticba dodrzet nékolik postupt:
standardizovany postup zpracovani vzorkli, dodrzeni co nejkratsSiho ¢asu od odbéru ke
zpracovani a dostatek materialu ke zpracovani, které tvoii zaklad uspésného testovani. Témito
zasadami jsme se pii zpracovani nasich klinickych vzorkt fidili.

Limitaci MTT testu je, ze neumi rozlisit cytotoxicky a cytostaticky ucinek testovanych
latek a vysledky testu jsou ovlivnéné pfitomnosti normalnich bunék [29]. Buné¢na suspenze
je heterogenni, podminky ex vivo nejsou stejné jako in vivo, ale ptesto vSechno je MTT test
stale jednim z nejuzivanéjSich in vitro testi k testovani chemosenzitivity. Je také relativné
levny a nevyzaduje naro¢né laboratorni vybaveni. Pokud je mozné standardizovat postup od
odbéru vzorku po jeho zpracovani, vysledkem mohou byt data, mluvici ve prospéch myslenky
individualniho pfistupu k 1é¢b¢ na zaklad¢ 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
pacientti in vivo koreluji na hladiné¢ vyznamnosti p<0,0001. Pé&tileté pteziti je u pacientd
lé¢enych chemoterapeutiky senzitivnimi in vitro vyssi nez u pacientt, ktefi méli na danou
terapii zjiSténou rezistenci in Vitro a to na hladin¢ vyznamnosti p<0,033 [27].

Studie vedena kolegy z Porodnické a gynekologické kliniky Fakultni nemocnice
vV Hradci Kralové se zaméfila také na sledovani souvislosti mezi charakteristikou nadoru
a vysledky MTT testu in vitro. Dospéla k tomu, Ze stadium a stupen diferenciace ovarialniho
karcinomu nekoreluji s primarni lékovou rezistenci/senzitivitou zjisténou MTT testem in
vitro. Naopak histologicky typ ovarialniho karcinomu koreluje s rezistenci/senzitivitou
K cytostatikim in vitro. Pacientky s primarni 1ékovou rezistenci na karboplatinu a paklitaxel in
vitro mély vice komplikaci béhem primarni chemoterapie, kratsi ¢as do progrese onemocnéni
a jeho horsi prognézu. Pacientky se zjiSténou in vitro rezistenci na karboplatinu a paklitaxel
mely také signifikantné vyS$i riziko progrese onemocnéni pii standardni primarni 1€cbé

platina a paklitaxel [52].

Pro srovnani s primarnimi klinickymi vzorky byla v dalsi praci pouzitd modelova
ovarialni nddorovd bunécna linie A2780. Je definovana jako cisplatina-senzitivni a slouzila
nam jako modelovy systém ovarialniho karcinomu v podminkach in vitro. Vysledky ukazuji,
ze hodnoty EC50 ziskané¢ pomoci xCELLigence jsou nizsi nez ty ziskané pomoci MTT testu.

xCELLigence systém tedy detekuje anti-proliferacni aktivitu s vyssi citlivosti. Koncentracni
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rozmezi testovanych cytostatik bylo vybrané na zakladé postupti ptedchoziho testovani [53].
Nejvyssi anti-proliferacéni efekt byl pozorovany u paklitaxelu, gemcitabinu a topotekanu.
Shodnych vysledkl bylo dosazeno také pomoci WST-1 testu metabolické aktivity bunék.

Pro dalsi, podrobnéjsi testovani ucinku cytostatik, jsme vybrali stfedni inhibicni
koncentraci c4, ktera byla nejbliz§i primérnym hodnotdm ECS50 u testovaného souboru
klinickych vzorkl. Je ziejmé, Ze nejvyssi testované koncentrace by byly pro bunky velmi
neovlivnily.

Vybranad cytostatika v testované koncentraci ¢4 ménila distribuci bunécného cyklu
v pribéhu 24 h od ovlivnéni podle mechanismu jejich u¢inku. M¢nila také expresi markerti
bunécéné prolifrace a apoptdzy. Detekovali jsme signifikantné zvySené hladiny aktivované
kaspazy 3 v bunkach A2780 po ovlivnéni testovanymi cytostatiky 24 hodin po ovlivnéni.
Nejvyssi aktivita kaspazy 3 byla detekovand po ovlivnéni topotekanem, dale pak
gemcitabinem, etoposidem a cisplatinou. U paklitaxelu, ktery vykazuje nejvysS$i anti-
proliferacni aktivitu detekovanou MTT testem, méfenim impedance pomoci xCELLigence
syst¢ému a také sledovanim morfologie casosbérnou mikroskopii, jsme neprokézali jeji
u bunék ovlivnénych karboplatinou, coZz odpovida i vysledkim nalezenym v literatute [54,
55].

Kaspaza 3 byla detekovand také pomoci fluorescenéni mikroskopie. Jeji nejvyssi
aktivita byla zaznamenana po ovlivnéni gemcitabinem, topotekanem a etoposidem, méné pak

A2780 jako cisplatina-senzitivni bunécna linie se pouziva jako model pro in vitro
studie ovarialniho karcinomu, které testuji anti-prolifera¢ni G¢inky platinovych derivati [56],
paklitaxelu [57] a kombinaci téchto cytostatik [58].

Vysledky naSeho in vitro testovani chemosenzitivity na modelu bunéc¢né 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 k 1é¢bé rekurentniho metastatického ovaridlniho karcinomu
a dalSich typl nadorovych onemocnéni. Topotekan vykazuje protinddorovou aktivitu
v platina-senzitivnich, platina-rezistentnich i paklitaxel-rezistentnich nadorech [59, 60, 61].
Utinnost topotekanu na modelové linii A2780 koreluje s vysledky nasi piedchozi prace, kdy

byly testované klinické vzorky ovarialnich karcinomu [53].
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6. ZAVERY

6.1 Klinické vzorky
1. Soubor klinickych vzorki vykazoval nejvyssi vnimavost na topotekan a cisplatinu,

nebyl identicky, na karboplatinu byla vyrazné Castéji zjisténa rezistence. A na paklitaxel byla
nejcastéji zjisténa jen hrani¢ni vnimavost.

2. Chemosenzitivita Cerstvé izolovanych bunék a bunék po jejich kryokonzervaci se
statisticky vyznamné¢ neliSila na hladin€ vyznamnosti p<0,05. Tyto vysledky vSak mohou byt
ovlivnéné malym poctem vzorkl v souboru.

3. Nebylo také statisticky potvrzeno, ze by se lisila reaktivita bun¢k izolovanych ze
solidniho nédoru a ascitu téze pacientky na hladiné vyznamnosti p<0,05. Tyto vysledky vSak
mohou byt také ovlivnéné malym poétem vzorki v souboru.

4. Na otazku rozdilu reaktivity v pribéhu ¢asu u opakovanych odbérti vzorkl téze
pacientky pii recidivé onemocnéni nelze jednoznacné odpovédét bez znalosti histologie

a dalSich charakteristik jednotlivych nddora a pacientek.

6.2 Bunécna linie A2780
1. Testovana cytostatika inhibovala proliferaci a indukovala bunéénou smrt

u modelové bunécné linie A2780 v zéavislosti na koncentraci a dobé ptsobeni. Toxicita na
urovni EC50 byla stanovend pro koncentraci cs4 u kazdého z testovanych cytostatik. Tuto
koncentraci jsme déale pouzivali k ovlivnéni buné¢k A2780 a testovani dalSich mechanisml

pusobeni cytostatik.

2. Cytostatika ménila distribuci fazi bunééného cyklu a expresi proteinii spojenych
s bunéénym cyklem. Cytostatika inhibovala bunécény cyklus v riznych fazich, podle jejich

mechanismu ucéinku.

3. Testovana cytostatika u sledovanych bunék indukovala programovanou bunécnou

smrt, apoptozu. Detekovali jsme apoptické markery a vysoké hladiny efektorové kaspazy 3.

4. Bunky sledované bunécné linie A2780 byly nejvice citlivé na gemcitabin, topotekan
a paklitaxel, coz ve srovnani s klinickymi vzorky predstavuje shodu jen v pifipadé¢ topotekanu.
Na gemcitabin vykazovaly klinické vzorky nej€astéji rezistenci a v piipad¢ paklitaxelu to byla

jen hrani¢ni vnimavost.
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