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Abstrakt

In vitro tesy chemosenzitivitg r ezi st ence (AChemose+CSRA i vity
n8§dosrtTanav ujld vost konkia®iln@ heob nh §d opeoxsptekrpi Tme nv § 1 n:
uspoS#Heé§ms ogenn? popul acex vimokd &t kwldob Db wiyRBk ay en ¢
rTznTch schvg8lenlTch I ® iv a jejiehidndtolmbvinak?2 |
nagi vot nost konkr®t n2ch n§dorzwlip&k skbrbinddik ® podl e
prok agd®ho paci erlteant bn piSeisdwHl njPe pS2 k!l akieenrr per s
sezabTvsg pnSi zdpiTasgonbost i ckT &bnpo®t nphhwa pkReéi bBret cwia g2
sel hgn?2 | ®| bt elrndurayg i2e nsttTa,t i st i cky nej Yl zianl noljjegmi®
nar andomi zovanlTch. klinicklch testech

Mnogstv2 wurlovsgn2 @givich bunhDk welnioxe P eTst o
statistiku pro multiparametjpockom @b%atl d mmostNedibs
ngdorovichedbnoa®kn™M n® suspenzi. T2m se tato m e
kdyk ol oni e n8dorovich bunhDk mele ooadnlai sagak wivil ch, r
trojrozmBDrnou kul tivac? tkg8nhn. N8§sl ednhD tak®
definovanTch vdabdhbbh2 pestpefnzth

Vihodou tRchto testT je |ejichgrycrolgorsutj ea prSe
| ® buv] &f ewe Turne | mi kr 8t k®m | ase po odebr8n2 n8do
iproblo®@myi vRajrabil itaeastvll szteHkdben® vysokou mut al
n8dgeamkvlF 8§ mci popwljaeenoh@akkaonkr ®t n2 h o npkeoevoleint a, u

ng§dopmuTlwNhu onemocnNn2. Heter ogeali®@m gredmmohd ilvdlc

Zprovedenlch studi?2 vyplTvg, ¢ge urlen2 rezisi
a (e 100%p Ses.lCadtld vost nS§doponhDkegp Sespomd i m§j ndd 80
PSesto SCSRA najedd@n® k|l inick® praxe, protoge

neexi ptaogkowman® | iteratuSe jietdnomawmead e dOJIYRA ydoc
praxe. Tato l'iteratura ovgem nezahrnuje studie
americklich i evropsklch onkologT se k z8vRhRru onk

Kl 2] ov8 sl ova

testin vitro, chemosenzitivita, rezit ence n8dor T, CSRA, pr Ttokovs8 cyt

ng§dor u, mi kroewwd uper svbeaktior@wmwé&dn8 medi c?2na, klin



Abstract

In vitro chemosensitivity and resistanagsay determinghe sensitivity ofa specific tumor
after a specific treatmentadministrationin an experimentalsetup. A leterogeneougpopulation
of cancer cellsis exposed to various approvexhticancer drugsn shortterm ex vivo and their
combinationthereof The effect of each drug then determined based ate viability of specific
tumor cells allowingfor individual patient treatment using a precisembination of drugs
Thisapproach is anexample of the personalized medicineprinciple, which is focusing
ontheadjustent of diagnostic procedures and d@tment ofa specific patient. Therefore, its goal
is to avoid treatment failuren patientswith poor response to trstatistically most effectivereatments

based on randomized clinical trials

The numbenof viable cellsdetermined by the flow cytometryqvides very accurate statisic
for multiparametric analysisA necessaryprerequsite is the presence of dissociated cancer cells
in asingle cell suspensioithisis differentfrom cloning methods, whetemorcoloniesgrow on agar
medi, or from histoaltures, which are specific with its thrdémensional tissue cultivation. We can
also sort cellsfrom suspension based dmeir predefined attributes for thesubsequentunctional

testing.

The alvantage ofCSRAassays ishe speedand relatively low cst, which allows us to adjust
thetreatmentaccording to the resulh a very short periodof time after tumor excisianThe use
of flow cytometryis beneficial in cases where problems arise due to C&Rét variabilitycaused
by high tumormutability andheterogeneityot only in the large cohotiutalso within a giverpatient
wherecancer microevolutionccursin the course ofhediseaseA heterogeneity oindividual tumors

is being constantlghangdthroughout the courssf treatment.

Conducted studs prove that the cancer resistadetectionagainst a specifianticancer drug
canachievel00% accuracy. Cancer sensitivity can be determined with rather lower accuraég at 80
maximum According to oncological associationSSRA tests are still not ingmented inroutine
clinical practice due to lack of supportive evidence in the metaanalysis of published data. However,
this literature does not includifow cytometric studies. Despite the conclusions aficological

associationsmanyUS- andEU- basedncologists do ndully agree.

Key words

in vitro assay, chemosensitivity, tumor resistance, CSRA, flow cytontatngr, tumor heterogertg,

microevolutionex vivotesting, personalized medicine, clinical trial
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1.bvod

DsphNch chemoterapeutick® BE®Hby faekdor Enaj ako
stupeR ponkernoolcinllons2t,i hoi st ol ogickl typ n8&8doru, | ebh
ovl iwvedDinst eorvd 2c hn\@EUairDkp od § vanT m plS®@k Tkno, mbki t necavieaSri @a sl t®
do stejn@®dkhkegedgecmiéd.Baehlem®t e apeutyeBmla8 i n@lilva du gl
odpoviRdi pnawxl ®Ind daig2 cal er & h d a imsctkwbdziazn,T ckht er ® pr TmDr
viznamnl| @@ nek TmRDrn®ho pabé@Roas sTakl&«J® k|l i ni cl
pSirozemmneadd&v En2 povdldvii dkdhth@®@hwap d®RlednD kIl on
odlignos€il emdprgvs8§dinNn? c hepotms B A gi tniewil 4 dnlin ®t € s@t| Tb
neg8douc2ch % inkT a zlepgit v T s | oeddpkoyv 2 ld@Ij By 2 p ar
apS2 padmii niack q kter§&8 bude zvolena pSrespekile podl e
speci fick®hae en §aomand Effdrth, 2015)

N a pol 8t ku pades8&8tlch | et zal al a vzni kat
kt sez@ bl vala pozorowv&aRaer vma imhj@ekjyincae hPedfidail?n .z a K& m
tohoto v zkutkzvpemsdiilova®nedd nVentoi ndi vi du§l ®3 bpS2 st
kagd®hobyamNéntr@azg? Silt®ltbradazlanlt2de psSii apysibbi t |
tak, abyz | epfhbnNr | ®kT a | ®| eafisit o h np p bk enpaf Tp, ordeaankoéuim | ®|
Z§8r o gy R midimalizovaigkod!|l i v® vedlej g2 %l inky aKasgnd?8yi t r
| ® ba je ovlivnhDna mnohajelioak tr avyyv ag etaboBsingsk y v DK
|

cel kov zdravotn? stav, gi votn?2 styy,avkBvowaR
provg§dnNng terapie. DSle je tSeba zohlednit vliyv
skupinami populaceV g e c hyty tf aktory ovlivRuj2 reakci na |
variability re®kc3onal ppdaa®8 | ®&gi.c2na zat2m al

ZamNDSuje se zejm®na na skupiny pactiern® Tj, s oku etSra
| ®k a Ss k® p o gMogepbgrg et &.f2010)k | n 2

D2ky chemosenimivirdlvne m 8§ stse|Tm cp SencBpov Mid Mta  rpeo
chemoterapeutikin vivoo Tat o reakce se | ast ozrvaynmyokn8 zsotvaatnil scthi c
podl e ktdenrelgecnhi2 jdeobvd vol en vhodnl | ®. Podan§ che
kter® | ®ky jsougpdohonkt ®c kY NappSiIkigmmdjor.akovi na
mNDc hinmdeowval ch cest | ek osmbainndaacr2d ngde mc@|teanb8§i nu a ci sy
aadriamycinu. Gemci tabin al ®likPl ataikmavi 3y dRIKk®g
nemal m®hmoN kar ci nomunemloi cs,| i majvklyn2 kuT kter ® se nft
oxaliplatinou. Karboplatina \kombinaci ¢ ax ol em se polu@PbB psSeoggnyY ka
anemal obunhD|l n®ho karci nomu plic. Mecl2o bdionX¥dd md b i kcai
hydrochl ori du, etoposi du a topotecanu. N a rakoa
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vkombinaci i pl ati nou a fluorouracil em. Rakowi na t|
kombi nac? fluorourachke uktag rd@etuiz® v 0k d gxalipkatd, d 8 & a n §
neboirinotecan hydrochlorid Karcinom prsu sk ®| 2 pSevs8§gnnN kombimadi a my ci n
scykl of osfami deMktkeel khep®2padech pSi dN¥atioBal pacl it
Cancer Institute, 2018)

Tyto kombi nacaejsleasp@@dBvapr?ot i uvedgekemnit ypT
histologickl typ n8doru mTge pokar®vha®ky.irodkou
geezistence ng§dor ut ypTlelm A8RkowryurefsaaBilv zvsy?s ok ® het e
n 8 d,ojak wr rBci populace, tak i v 8§ mc i (Salnrdon etcak, 1978) Pr ot o by byl o
pSistupovat ke kagd®mu paci @n€waldiz §knlda dvll dWSER A X ea

Podl e studi 2 publi kovanTch za poslpdonteht FO
sn§domoohemocniNn2zm je | edm8®OLsPNgnokazal elen®,S
resistenc. GiTtllii vio®ktTrm §doru na dan530806@ls pjldgn me § A @
(Volm and Efferth, 2015)Hl avn2 m dTvodem rozd?2]|l nost.i vige zm?2
chov®g n§dor owlocdhm? binksgtbdprotip o d m2 m kid.m

Predikce citlivodW®WkjTen§ddmosli olgi bOpBR, k|l 2m vy

vykazuj e. Pokud je urlit8 | 8st n8doruometi ol li ®Bu n a
zcela rezistentnz, HetTema gné n imzed wid § tno 5 t\ji aske®shwt b mj
hlediska je zkoumn 8§ Mor f ol ogi c kt§a khi@itaeSesoviyepnointoac 2j e3D ng§dor o
kul tur . Mol ekuly DNA | souwtdzdn[a lae npyo t pRo mosco?u apnoam ooce

mi kroskopT pozeynoniv®ng a miHaeptlewrkoagcein i @ NBA . fpeommootcyZp u - j
i munobaoyers%e, vyug2vsg pro pr&¥eiimii dld egesoy ametuo
sekvenov§hteh j bzadBkalgenemutranskriptomua epigenomuP o mo ¢ 2 sekvenc
transkriptomu [ ze urlit r oznd®2donr®u .s ulb2pkoyp us eakcvee nno8vd
urlend cg&8nedi ver zita, kter 8 m8 Davll g 2vn meatv@de¥ui sure
heterogenity vhodnou moce jodjasalh2a |estérobloRiome zpae
(Qian et al., 2017)

Citlivospodlmndmk IK®RkTm se wurl uje narolieddel adhn d
ngddrcdv bunnik, odchyl ek nB @grn|®n Byh Bforconlodswiuij nPech?o s e
integrity pl aymatkiomk® Cmefmbnr PaaueveémcegesenapiSt kva
vur | fi&z® bunn(Ga®INSY)z miPykyceh Dhker T chelpo oz mDmy bar vit
buniDk.

Prvn2 zm2nky oji mib&én®k poytjkeij i ch vystavend?
| abor agxeivoné iy j sou v2ce negkst @a90lét ktdwar ®PapPenl
tropanovidietmkd$ negiyv ITc hp ol ytnofm, co vystavil | e

t oxi c kT nfPapp@nhekm@rm1917¥ato detekce funguje na principusne hopno st i mr t \
2



bunhNk vypumpovhtnBlarpo mocad e AB Cme tmaithdd pecsrt tT®Orl Ti.d s k T
ngdorovich bunhDk pomoCAf lgpywld mkieOMRSs ecytz @almalk oi enl u
a @ rocel978, kdy byla zkoura ngl oi di e a prol il emeavinm&Edwlr s tpmw o tci2
cytometrie(Barlogie et al., 1978; Engelholm et al., 1983)

PrTtokovs§ opyedmkdtem@akgjepr SGSRAa je i hojnhD vy
vkl inick® prabkor pSemggmNDogi e a hematol ogi e. Pro
i gnorovang8,dias pooit®i nkengt &kt el m& mnogstv2z studi?

Cytometrieej pkoceakopSi jfkytzeirk@n nj2s onue bnol Scehne@mi c
jednotlivich bunhDk or ozhrete®a niis k & pm&F tnokloivi®o sctyit owm
pr ot ®k a j suspenazi skicglu pw T t @hkogtometu, kdesemN $4 ast nost i bunnDk
detekce rozptylu svhDtl 8sbhaééuovemcpapesphp&in. pdgdh
ngsl etddrdiit podl e pSede nPoznvoocl2e nd yctho neehtarri aek t e Tr g esm el
bunhDk, lkostjpotlket vetvar, strukturuzmDRky f,éd EBahppuo
bunhD| n®hcee | dykvd@st v2 RDNRA I ngbomaswmAThach§z? urlit®
pr ot ejakinteraduji ednot |l i v® burhlemy® 2k koffrtexr gantdégnede ry mnhdS:
rychd 90D b uwnthek{Shamio, 2005)

Experi meov8BIRAt st T j e metoda, dzky kter ® | e
individu8ln2ch testT rezist srche yriyebbn®@ ne@in Viv® kvyo, s t i
| ® bu pagdendbTTm onemocnhNn?2m, konkr ®t nkkhebaa ur | €
jejich kprompidorac?® amdino c rpladédeninat aad Powell, 1985Tegy
chemosenzitivity byi d e A1y s luo U @in® k ®mbinace¥| i n cHemadterapeutik
naz 8§ k1 adn iin difrovai ndaul 811 zny? k o n k (GRrozzd ¢t @l., 19§NNVahiedem
kvnitSn2 n8§8§dorov® heterogenith je vhodn® wurl it
k ontkm2®h o (Anghdrgreual., 2018)Teoreticky bymNIGBRAt esty kimognec kT m
| ®k avgblattun e j Y| terapi®j g¢ | i vnit zphredb nl®i tykyaci ent a

Dl e visledkT chebnyo sneihkzs o b Bvtna@ cvhh ctdens® Tk ombi nac e
byla prok8z8na nej vybgdpak mésl y npioddstv.a n ®y tpra&m®ky oV i
k ombi nov &tedenida@nid Popvell, 1995

N8 s | egtai(Sharged and Yu,201%)obr azuj e koncentraci dostup

vpr TbNhu | asu podl e zpT akanwubipdosiupmos{ Ab®lbav aid edhbBI
kter8 wurllu§set adk8 vuk8yl np?o deavd @h ®ml|l PR a eo k) BIsY® u j®enuv

pacient a. Biodostupnost je u nitrogilnnD podanTch
ni gg?2 kv Tl i neYpl n® absorpci a i g2 s e i ndi vi
metabolismu.
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Obr . 1. : Bi odost uoprngo@Gnalpal ®@ knu r pposceatn®hed) p(alcY)ent a
vpr T b NDh yShargelsand.Yu, 2015)

Existujemnohomet od, kter T mi | zéedipmotvEedk| CSRAact 2 s g
(nafdSuman t umary-itTodAo)ny paSsis kt er ® se nech8§vaj2 n§c
m®di u ve for mbD kolvelikostk ol Plod ®t wm®el mocl,vn@wit8ost at i k
kul tuvéthkosoRuU?2t wr8&8ch ovliivnhDnich. Nevvaobk®bo t
mnogst v? n § d o rNeawlpcatk enled medryt Tne k|l onovac?2 jsou zal
pomRru mrtvich a ¢givich bunhRk ve vzorku. Detekc
integrity bunbhDk, k t ytos@tikemSa o y nal o z mldmM aktey i sh
( nafpnset hy !l -diphenpjtaeobyadzol i unMTBrandidd?2emi t ypem jsou hi
jejichg vihodou |je mo3)matstekiure lkulktutya tv 2 zachopa$iij reg 2e n o u
proliferaln? aktigi tpun®tt rokj§mdlz mRg cmd ¢ h oalpwlidtobru§ @ h ,
extracel ud §tr3avihc snarbvivdipjcrd m2 (K& mmc h al o v §2080pmia | Kgo2v a S 2
mognost?2 | e egvivoprSodddttSadeg$3ykivad PDX ( Apvaytuigenvta jder
imunoddiciet n2 jmylgo model ov®ho or ganVysungi? v@awydtr osbed e k®% o
vhodn®ho prost\ws®n2 @grhodicddbaisthle®@ihy rakoviny

CSRA testy na princiopu prTtokov® <cytometrie
neboenzymatickyd i s oci ovanT ch .fd&jepo dobw2l d8h otdu mN Kk ask ®k g v § n
kt er ® ymaojs2t at i Tcykt®o , Kt Geknyl®y .se kppdé&€rmbjacach pehyneuj:
0,1a @0eg/ml (Dendy et al.,, 197Q0)v y vo |l BmhRagy v ot nodchytkf b usm®ha cy k!l u,

k t gsou@nonitorova ® o| 2t al| ov daip rafntad K zvo®( CEhyt menear oe§ and K
2000; Galderisi et al., 2009)

Americk8 spol el noAAme&rii mii &k ® oniket WASC®), Cl i ni ¢
kter§&8 pravidelnhD provg§d?2 analldjzg wyuzkumdt CCRRA
paci emaklovs nou mismadikée i npcb®agé&i qreibfyil k amrtmk§ zr o z
Yas p NDgsntoasntdPa®| dory? a | ® by z v o |(Bust@®n epab,PQLECSRACSERAY t est T

vkl inick® praxi bNngnND nepoug2vaj 2. Existuje ale
CSRA na YmaRBzé&wulch st8&§tech se MBOERANtRStWRPEwea )P vt
mognost?2 standardn?2 | ®| by.



Doktor lan Cree, kterT je Seditelem vizkumn
Alexandra \Portsmouth W K, proved!|I prospekmnicvhkdDur amndadmi z o vw
porovn8val visledky | ® by powbsPedhyemo®ebppizeol
testu ATP bioluminiscencl AAdenosi ne Tr i pho sppadentek &drdinomemmmi ni s c
vaj eln2kT. Tut o stASGO\r og®e RI0DGI Inan aF | wati M§Pn v WV § 3
“inek | ® by SCSRA GrégordD BPawelskisel esdvk@mv yid a8Sm&m t ®ho g r
uvsgd?2| ®¢sak ® | iteratuSe existuje v2ce neg 40 pub
visledky CSRA testT a visDo6OkypakientTk®Pb®| by nid
t Dchto studi2ch patrn® | epg? vddeviedlkG3RAWtLbyYy u p
Tito pacienti wvykazoval: vygg2z m2ru odpovDiDdi na
| ®] eni pomoc?2CSIRBAk Tt,e skiteecrh® jseeviMy jako rezistentn
neg zbyt éPawekkik20g5W DY gi na pr oz k d Bhean Thcatk ad t§5kik2® pr §
vDt g2 YsphDgnost | ® by za pomoc?2 CSRA testT.

22.bvod do statistiky

21.St at i st i c kpdodhopagsrifigance tesiu)

PSi statistick®m vyhodnocoakdmalovop ot ®2 u o Oy Kk |
kter8&8 je pSesnim opakem tchlt@® mec m §ch eEmdposu@kmg z ato,
se poug2vs§, phyppogyg@zeshodagw@dtnep dtp\Br pwjddatap Igaet rse:
shypot ®zou nes hojibtotpuzgnitnbuzRo kwd ott ®w shceme zji sti
data koreluj?2, budeVkisPéednél dataRgpo®t ®zaakbhkmbuf
viznamnost i testu, ha Kteem® oec ghanstd@pfauds) they ary g
nakt er ® hypot ®2@ndk agm?utg8nveS 9B &6 d N pcodbddh bjn@@es t nul o v o L
hypot ®zu zam?t nkodnetap jei hodkatdaysignifigahca testu, neboli je to hodnota
pravdRDpodobnost i, g e jPekudnedy w@stu§yjdé fognotep@® 086 Yp r av di v
znamen§ to5%gpraxdBpajdebnost pSgeajpgpshblepravdi ¥§
nehgl adi na vpakamobsvbu hyapopl@ztu2 zalm2erSmet i vn2 hy
opakem HO,¥ o mt o p S2 pSa ddfl:t aV Tssp(Véhsdersteln et Bl.e2016) | 2 .

22Test dobC®Rvhoddyd (Fieslier Tv exaktn?2 tes

Obat yt o statisttiekt®ov &2 pyomwsd @uwigekbkst nddrd| n2 ch
kvadr st hodmlogR§wamidwh a skutel nl cwhhSwjden,otj ensdtSlei
nNn8hodn® veliliny pSedem dan®&hepiIdhNDleexmm2kt pt audeldr
kesrovng§n2 dvou rp8bppgtdl m2 akk ol (Bigherki® Bishdrch | et
1954)


http://www.positivehealth.com/author/gregory-d-pawelski

235t Sedn? hodnoty koncentr ac?

PSi ur lolv@&an® d§vky pdimranm?veywmaadeoc ukjses SteadknZv a n

“%Winng a inhibinlvirg K®lka c @mtor a%ei nnou -fefledtivecent r a
concentratiol zobrazuje z8vislost Y innosti rlo®ktuo unca .z
Hodnota EC50 je koncentrace | ®|iva, KStiepo® posk:
i nhibil n?2 k-Anhiltteryn ¢oncantratio) ( | ZCobr azuj e m2 r u i nhi bi ce
sezvyguj2c?2 se d8vkou a jeacsnSesaz2oi hohkKBlj@%| ksaf¢
vliastnhD koncentrace inhibitoru, pSio kdnteptrac® j e o
pot SenvirmkWl o sagen? 50% maSti $Sre8d m22/|hhoddpr®vtiEéevikfye o tEiDv e
dos &€M)5 0 s e oukdu8v 8§z mipn 2 me pod8vanou dg8vku | ®k u,

konentraci o #&dhk8 9ped8vanou pacient Tm, pSi kter®
vi sl exdk T% vp(SraphRad2D19.

2.4.Senzitivita, specifita a arespkkgmon® hodnot a

Vgechny tyto char akt esroiusvtiiskky at edsatju? sspeo |loud vszeSb
Senzitivita testu vyjadSuje pod2d (skwttellmmbD pozi
pozor ofva8lnegnsd) n®&pgacti Vvinemi yestu vyjadSuje pod?2| s
vTIli 106l N (s&gat i vin&l epgonzid r pRvr& i kvéniz2vm 2) .hodnot a
pravdRDpodobnost i, ge je visledek skutelnhD pozi
(pozitivn2 preebdjlet jensvkbbeheRahn ethpaestivyhaddotljakp o k u d
negaf{negativn2 pr.PdpRfgnvet cted duavtifmr) | sugre§vnich r o
(Phillips et al., 1983)

25ROC k S(iA/Fkeac ei ver Operating Characteris

ROC kSivkapojpd skfreRavztah mezi specifitou a
jak® hkoliv tesuj e vgdy nastaven urlitl povaméedkypo®bé
napS2klad hodnot 2imepacciitelnitvlo,s tv yan erseeznies tkeSnicv ky z n §
citlivlichchmartes it ozeSavniis2l|o8kt iv n au z vioylteon ®me paky Shiynvekty
vdi stribuci zvolen®ho paoher®r sepsslamiPmidgmiSe®r i v
kter @rjlpithei rozdDl end JvYyhadpoppdrndetegtdy url| i tou
kl asi fi kovat gpatnihD jako falegnhD pozitivn? neb
separal n? krit®ri um, bwdkae ts enicmDai fpoizegny Shadg
(HajianTilaki, 2013)PSe kr yv t NDcht on knSai vreokd ejleo vz&@ng zgorranfli n2 e

Patients
without
cancer

Patients
i with
I cancer
1

1

1

1

1

True negative True positive

Obr.2.: Model ov §HdR@G 2048 i v k a

6

False negative False positive


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=2ahUKEwim95ao5bvfAhVKkSwKHQu3A48QFjABegQICRAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3755824%2F&usg=AOvVaw1rrpFYnkR9O0rTx3o6Gcj7
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=2ahUKEwim95ao5bvfAhVKkSwKHQu3A48QFjABegQICRAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3755824%2F&usg=AOvVaw1rrpFYnkR9O0rTx3o6Gcj7

3.bvod istbne h

31Po ]| 8ihwtrptedT chemosenzitivity

Prvn2 n8znaithvgstih esifWitrogoé hSg el 8t ktuo | 226ce 1%17V
provedl Rp penhei mer studi i, v e kt erk® s/d i 8k g8ftirlkz d & mt
nab u Rk@acthk an2 ho b rechl 3 Idstérdil¢Magperheanmery 1917)

P o u gtonhu védmi rychlou a jednoduchou metodu, kdy ipd a | tbraorpvaimnvoov o u  mo ¢
kbunhDlnTm kultur &8m. Twoédloe kbtairvwni2vnou sbea MvoeG® viBu Fkk i ¢
budou vimeaznhND omad$en® ajnSodvroou taoyipS2,ze dobSe po
podmikroskopem. 2t 2 mco ¢gi v® buBRky paoui scahepp@®mpovat %
t r ans p budem® je Tedyapozorovat jakeo b ar.\Dé de®r opanod® makRBie | 2
Ng8§sl edn®t @ebyar seodug? jako krit ®rrioyynevuwi P ejp?2 cs?e poa
integrity plra8znyakyck®mmemke kvantit d8ttievkn Dnastade
st udov an ®&Pdppennéimet, $XL7)

Visl edky studiuenayy mpf ovczyttayg emoyt kppoehhei mer | Z ko u
ovlivRovat ¢givotnost |lymfocytT ne,jrpi&indd§m? mihdl§e
nebo hemoglobinma ¢§i vot nksti bwmiDk, nrae a eodlsd mnle k@ ki s | ¢ & ju
albuminu(Pappenheimer, 1917)

Vpozdn2ch tSicgtTch Il etech minul ® o stolet?
diagnostiky rakovinyk t er 8 vyug2vala konven| n2 kbmédmnsmicdnz m$y
kysellch a z8saditlch barev.nRGedri ke RDxairt ioc oblaa ce
apougi | j e pr o studium estr8ln2zho cykl bupBhbk m§t
odebr pomoestt2geni t 8l n2ho traktu samic. PozdRji tu
azj i stsiel , majlei gneterbvi Rkk8Yl nZch st NDr T zdma¢Stuieakt o
odPapanicolaou a Trautrzok u 1941 potvidighasvikpamet ®t k§dn?2 hc
podm2nilo pol &8tek vivoje automatizovanich pS$S2st.
rozvz2jel a. Patol ogdy @u®bkyd umal pgmdozh i BAK A B A ®Y en?
sepoug? v § (Sdapird,2@S)Vdnegn2 dobD | e ntegtvoy ugervvaenn® gj2 edr
vcytopatol ogi i a pougz2vsg se dblgpShhkl ald2epdmntsi vy
seopol ychromati ck®abIbao bk izdgbew,§8 kwter ® odlignh b
bunD|l n® k-ampeh®&ntbwr vy barv?2 z§8§sad(d@ae2unhD| n® kon

32Po| 8§t kyinvitw€CSERAN2 pro n§dorovou tk§gR

Testy CSRA pro n8dorovou tk8R vyugiliocepoprv®
1953 testovali viij e d n o tcheinoterapehtikuretan atriethylen melamin  nebo j ej i ch ko
nadehydrogegBz ovou akti vitu (Blacket 8.@1958)d&conv®t t K8hiRPdr oge
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enzym, cyltlygselinyct onov® produkuje ATP.gideoenaktid vih af
podle kter® je mogn @&dukcet|eittr aszer nabtaif wikitnis.o IZa mmam?z a
detekovat aktivitu mitochondr i 8ll neé milrelhiythe bgleoBizy

akti vi t(Kimuta etRak,y1992)Zj i s tvielkoubi ajcehemi ckou variabilitu
tkgni vi&kadmzaoafPliv2 pacienti se stejnim typem n§gd
klinicky pozorovanou <citlivost? ng8dorov® tk8nh

chemot er aipwtrop o k @ar (BI&E et al., 1953)

N§sl eduj2c2ho roku wvydal: dal ¢?2 p u bk ti ekra& i z
bySegila rozd?2I vy edintoltilv odivrd dlim®&d oy el rk§dory reaguj
zpTsobem, aS se jedn&8 o rTzn® typy Hist@agioky T | i (
identick® n§dory se mohou |ligetmokosvbeh pdhp®k 0D
zmDny hi stologick® strukt,uriya zkntern T B Vwadncd tadiif
seviDnovali i ®khkKle dmdlIgd se o §mikn g petdenrdiombinacdlq d § vaai

surethanem #&iethylenmelam nem ( Atri et iyEBMgne mel ami nef

Dehydr owg&kivan&@dor ovich bubPkaver veoakfomoc?2 t ¢
solfTégnto pokus byl provs8dhDn pro ur]len?2 stupnhD ko
nainvitodehydr ogenv8ztouv oau jaekjtiich Kkl i ni clodH et evrl &sp eeudtk
nebyl o mogn® korelovat intenzituoympenmdogé&do? u,del
mi kroskopickim vzhledemdpliviluizc i§@yd mo adhre2 M dii§
pozit vn2 korelace mezi prTTszonb® nr? §nd acphoeYniEdil Vitle & e teT n a
pomoc? i nhi bice sukcin§t dehydrogens®g g jApumcir
k1 i ni ckT(Black avid Speek 3954)

Vroce 1957 provedl J. C. Wr i ght se svim t
chemoterh@Pkbyi pla®d emwifoat sty nah tKEIRauydic hvzor ek
ng§doru byl kultivovgn na tk8Rov® kultuSdenta test
jemug byl vidakek| ®ddhyn&n pduigata nejni gg?2 d8vka
myg2ch srdczvioch kubtoblBa®to Ze 40 pS2pad] vykaz
visledkT. U 10 pS2padT nebyla korelace prok8z§na
met oda mohlvd bBt ou diep “ukihemBdjt @ apeuti ka proo danl
pacientaWright et al., 1957)

O prospRDgnosti chemosenzitivn2ch testT se ve
vioce 1968. Studie se tlkala pSesr&kmoli¥loiunwag teil

Vz&§vNDru sv®ho vizkumu uvedl i, ge nemohou dopor u]l
typy n8dor T,nijeH i kelgzg §adm®c N oX¥Yeshbditi jBkbonepsf
40 pacientek, pSblyémyg pim it BHeywsenzitvezn t tpk 10 § 2 | akt 8t

dehydrogen8aow®ulkddviptaxci ent T byl a zProJl nefhran §s tdaon
8



pSegit? po chemotemvtpeé esit gk @ & 8@BlvEdini2Vv el .zn®aci ent
stadar daRenou

¢ meamd t2(&mbaing &8 Heckann, 1968)

N§sl eduj2c?2 gr aMei ezroobvrya zku$ i2v kkya pd Qiengi t 2,
pacientT po | ® bD
grafu je

kter

cytostati &yt oybatink ynidsar ayre dng k d r
zobrazena doba

pSe¢iitk? (pd dbiezntSRAKt elSq
chirurgickou nebo radiologickou | ® bou.
% 1. ——— unireafed control
100 p— < 2. Cylostatic drugs without Sensitivify - Test
affer
50
_ Obr. 3.: Kaplan-Me i er ov a
M - L
i - i J\~\ J p S Ie g 2 I )
500 600 700 800 300 1000 days
Fic. 3

(Limburg a Heckmann 1968)

Survival rates.
% 4. Combination of operation or radiation :(yfoslatic drugs
100 without Sensitivity — Test
\

5. ——— Combination of operation or radiation : Cyfostatic drugs

“
\ affer Sensifivily — Test
\

\
\

50 |

_______ Obr. 4.: Kaplan-Me i er ov a
T pSegitz 1.
200 400 600 800 1000 1200 1400 ‘600 800 2000 das  (LiIMburg and Heckmann, 1968)
FiG. 4

Survival rates.

ek ————————

Limburga Heckmann ze

z2skanTch
n 8 d (LimAurg and Heckmann, 1968)

viielse dwEndomor

H. L. Holmes a M. Little vydali v o c e

1974 studiiinvitro ESRkt er ®
mi krotesty

t KI83Rop & c ihre§ikt dlinwindemMmo c nNn2 mt NcevAtsd etd kg t

9g& wS2padech by ngdor nereagovalavgak | ®| b
ujednohoz NDcht o os mi pS2padT byl a ki

podle visledkT mnl
byl a potvrzena

F
ukazovaly

inick8 odpovDiDN

s
reagovat na | ®| bd

podarl sit uld
inyitsodektygak k © n € £ & o éHolmess pnd Littled1074)
Ug ne tak pozitivn2z byly

kdy kultivoliad$ k19&Th TvazrdgtkeTd b y

v s | kWdlse zcku 198,i e R.

pot® mohli pSedpovl
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na chemoterapii. Pouze 20 vdzohlrwknTa7 bkguhl Bt | vy @ah e g ml cr
Podrobn® studie sSnuviirauk8znal phRemevdsitdwobj evuj 2 v
vchemosenzat tdaiuthd ch subRKakder€odbdty poypiv@dddnyl <h
expl ameaBda Tprvn2.chNaub&ut¢it ut ®t o studie tedy neb)
korelace mezi k Idionriuc kal nmv Tcshl oevd8kny? nj enh8dtro. D v oidteimv i t y
byl zSejmnN mall pol et vzor kT, kter® byly schop
inakul tur 8ch po druh®m pas§g¢gov §n ¥zhleddmt kew 200 rvki Tzom a mr
in vivo (Berry et &, 1975)

33Po|l 8t ky prTJTtokov® cytometri e

PrTtokov8 cytometrie je vhodnou medmnatuatpnr®
testovg&n2 jednotlivich bunhk. T2 m jne§ dma qun ® zj2eshk
heter oBmeinnod Bps kY gl emTt mkaonet®s e p2 §2 20 ctol.£Shdpit k u
2005) Poprv® byl a pr Tt ok orvo8 ec ylt9o3nde t Ma |ed apvoapnse8m, a kvd e
pol 2t §nkomkn®K nN | eaveownpsk!| kpviowe N 2 vzor ku ka
exxitace f ot oel dMoidavanclR3)m senzor em

Vpades8§tlTch letech byla vyvinuta alternativn:
obkl openy lipidickou membr 8nou, a t2m p8dem jso
odf yzi ol ogi ck®ho roztoku. Walel ®me bOQRklyt @mr ocynlgale¢
malTm otvorem mezi dvhDma komor ami napl nDnT mi f
amNSen2 velikosti vbzunTsktedbtyrd i czka® oigmPd d gandoJueFhkoytl v o r
vpomBbDi @j K mu (Codlt¢r 4956) CroslandT ay | or zase popr v®nphhagil
toku, kde kvapalniomddgmdecddardsnti v§dhg,dnidk HCraslarnge n 2
Taylor, 1953)

Na pol §tku gemdSegmi®om retzpsel k svDtla zal al
pop Si d§n? fluorescen|ln2ho barvbvh dgt ometrtkubylPr
napol| §t ku | e t(Halleenthmnabtenls, 8964 @ristein and Ansley, 1974)

34.Po| SpokyX8 p¥ Tt okov ® cyt ocheembsenzittritypr o t e st

rezistencein vitro (CSRA)

Pr Tt ok ov 8§ sepyotinovitreetéstyn &d or ov ® t k § n Droce a97&rbha vy u g2
rokubylagp. ovedena studie zjigSuj2c2 vztah meaenlDkpl oid
sn § d om oovnle mo ¢ npdonr anc 2 prTtokov® cytometrie. Ze
karyotym veih abnormal it nen2? u n8&8dorT n&§&homnpr.o Ob&ad
bunhDl n®ho cyklRra 9ptloanaven®duRRkikyyahu DNA a ur| en?
cytometriee VI hodou t ®t o metody | e, ge nen? omezovs8na
jelikog umogRuje pr ovisndthDetr fov8izzXlum® hnoa cbyukR ku§. ¢ hOpvr o |
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analTze obsahu DNA, kter,gej or ptrakaog8 acy tacsmevtr i
apSesn§g. A nav2c umogRaj & ol Ph od®mdddnin2ZeiE®dmea u .
pozorovsgn? mND | o r Z7/6® hvozaonr gkl lobs8hdDiNR. TPloidiebo y | a z k ou m8 n a
pomoc2 sm2ch§8n2 vz ogrdndocyty§ dkotreorv® c sev huki8dA a llsye?f jear keo
standard proidskéech ploindicd n&8dor TVPogorad padite
spevml n8dyckrayzoval a hyperdipl oi dn?2j askb®no rnmi8sttdld ys eb e
nach®Nzdlyl a al e 8pmna&k 8&zo8rneal aae pmeti f @l @l Wi i vl as
(Barlogie et al., 1978)

Vroc e 1982 byla pougita prTtokovs§ cytometri
karcinomu plicPomoc2 sekven| nédpakaVvadnrlymwosdipdDyemozor ov§n
zmNDny bunD|l n® kinetiky vyvolan® chemot @osmpeut i cl
azlepgily se tO@OHBbRAsvedkkul & Baprava | ® ebn®ho r
t TdM& .1 ® bu upravenou pod]| ereagovativige dcknTn i pvipdelmo keonvt ® ¢
Hansen1982)

V dubnu roku 1983 hylaestog nai t | i vost ngdorovlch bunDKk n
pr Tt ok ov ®in vityotBylyrizolova n®u Rley S en§hi[Agcites Ehrlichc o g j e n§dor o
kulturak ul t i inowivoalne8dn§ se o nedi ferenci opvTavnoldmylhzper di
kterT nese poadotkd@izmdéldyrs a je pro nBhakacehar akt
al, 2015)Vt ®t o s jederthi§idcoibtyll i v n ad aaldlgrd am§ dkatmeyr ® na adr i
citlbyl® Wgeechny v zoarkBa bayglay wiinmk utbgoh® diSii admy ci n, kit
mNDI vyvolat odchyl ky bunDl n®ho cykl uvap®mot?i v®hc
prTtokov® cytometrie. OAAdahylnkyy idgduroplcra@hticah v®pads olg
Tyto zmDnynNDbon®ho c¢cyklu vyvolan® | ®ky |jB8ue zByl 8l ¢«
prok8z8no, ¢geS§drmrTaz@aitld®hkvgoesnt r a c(Engaedhfim &t gl., 1988k T

O tSi roky pozdRji publikoval a es®en z@bViVaka
urlen2m chemosenzitivity | i dis ki®h@hemoserziovhaubgld| n ®h o
ur |l eoe®,oc? prTtokov® deteketer izenDna bouall a®BRo cykl
Udmi nul ® @ metodu popsali jako vhodnopir o odhadov §n?2 chemosenz
n8doNal.rozd?| od klonova®2 dmbBDogpy,ugktvtan8 pyba o]
ng§dorovich onemocnhn?2, j sou C&HIRAk @ oanypwhl | eghjt gi2v Ok g
PSgrov8dNDnRPAFR@G@Ao met ry Chemosees?t ipoittSeba abelkagtfi)
narostou na m®diu a visdtedelkumRk 2n @ (BngethanDen me@d ic U
al. 1986.

Ve sv®sestmdblvali t 2 m, jak vypdemhadsfe nzzmlXniav i O
ng§dompwdan®mu o U @klui. tPSi ngdory, pSilemg kagdl
chemoterapeutikumz@le k o n kI ®mal f al an) . riXe§ ehzymayicky bay heghanickg | p
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di socidovgre®@nobunl m®t Vu s prekfuzoed vre n @& §sv k a mi | ®k u .

pSem®a agar a pomoc? pr Ttokov® cytometrie byl a

ng§d,akee Tl byl rezistentnd§da ®nbzumiYhlyra®o newkpikmz ov a l
U zbylTch dvou citlivich n8dobhTinnk Smé Efvabk hostsie
napodan® d®dcéyl ®k uRhdo biwaddtlunv a n Tkareiovaip $ denzitifitou

invivo. Podl e visledkT] t®to studie vlizkumn§ skupir
prot est ovi§wés i tl i ds k [Eagelhopneevah1986h n&§dor T

4. PSehled CSRA testT pro n§8§dorov§ on

Testy chemosenzitiviumog&uljtP®zi svheadcre®h o § doohr €fmo t
naz 8kl adnN ci tl i vosutri| ekvilRn k rp@®tdr 2eh od Ang§ d ozreu zgahoj e r T
inhi bov&n podanTm | ® em nebo skupinou | ®kT, | i
bunhNk. D2ky tomu je mogn®a iwnidhRi d&Ehd bk reesink?®kud
pacientovi(Schrag et al., 2004

4.1.Princip CSRA metody

CSRA jein vitrol abor at or n?2 anal T za puin®&r nv2zhoa kmu § darel
zmet astazuj2c?2ho n8dontd, pjrejdikdi ehPemnfer masé&yD]
rezistenci n8§dor onvicthe nboutnelTka pyeTult i(Barstéinzen dp, 261p)r av k T n
CSRAIzepr ov8dNt r Tz(nvind dmeltgp2dapmwidkapi tol a), avgak p

Nejprve je odebr8n vzorek pacientova n8doru.
vkul tnwiB.e aby byla zachovan§ jejich givotnost [
rozdRDl en® do nNkolilkau vp&i ki fchefholempEuldtge TZmT ¢ h
koncentrat ch pohybuj 9,82eghml (BemdyetalS®dn j eden vzorek se
jako negativn2z kontrol a, ke kter ® secytostatkémedky t
je url egni vpoalmetk ve vzorku, kt erpoljtégeinmi@shh BRdnn
vhegativn?2 kontvoleho ®ocath?2luirvtolicté, t opnS& dpoardonvid crhe zbi usnt
kpodan®mu cSyetnesittatviikw. | ze tak® urlitnpodaoowvwihvEm:?
bunhDk po pPBadogieét all WKBWe mt n® testovat vzorky co n
akul tivaci, jbailRikkyo b Trv&d & r ohve®rearlongle nmr onaldnv i va&®s e J
gen§ viznam prov§gdnt testy c¢hemos emn?dalebovigicghy b uN
prvn2ch subkwuét®@r ialmost ou nSRBIIMPAISE gEPOE NEr vaé mp 1
vmoment N, k dy cda @GRX% poprahk kulujy.2k omu doch§z25 p&ndl i gn
Druh® subkul zmay nodg vymlazu(@éneetrs. sl@B)zi ti vity
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42Vy u (CSRAtes t T

Al koli by vRtgina onkologT upSednost Rovala |
individug8§lnzm pot Seb&8m pacient a, nej sou chemose
protoge dosavadnzaSadauan?2 mnhetpo kpieBihhkl @Ggvare k min mo
2018) DTvodem |j e psSteadteevkgy2ppr mmsepdeok t i vn2 ch testowmdi € h a ma
viednotl i v.iSchuds eudis2oah vRt gi nou provsg§dhNny na pr.i
| ®| eni chemoterapi? zwadieamtuy ,p oldilaedS|2@ SHpAl @th ddsalr| Penn?i
Nel ze ale porovnat, do jak® m2ry by byla | ® ba k
podl e CSRA stetahfwed@aPdD@ldlgy m probl ®me micgtehour | en?2
kdy se jedn§ .ovi%d plikyouw &HMmIyenjysch pSedgit?2 po | ®
nemocii et ech pSegit?2 do§hrelja@sur boemogPadkatPidomyv § do
sl edovgni ma x6i Om 8nhsI? cpfo oddo bzuamiD§ R ee?2 ulg®Iskey zdwjdds It @z i
(Galvan, 2018)

43.Pr ol p CB8RAZesty® t

Vzni k a8§doRftmomaemocnddin2vgdy veulkilwn Dmnyo gstvam f
Pokud m§ blt | ® ba YsphDgn§g, je potSebadmzddrunot i
dobnD je vyug2vang8 syst®movE8 chemoterapie n8dor
statt i cky nej ¥%s pNgniyjhgocd nlo®|eenb§n Sk | sjAmiir@nik] 28dQ) st udi e mi

Nej lvemplgba chemoterapie m§ blt tedy twgakati s
indi vi du8l n2 sgoemmaottiycpk Tic hf ebnuontlyhpe iz i bpaBk enggoje vy

variabilita vI ® |-metoabol i zuj 2c2ch enzymeddl, vter amisspkoyetun 2 ¢
vpopul aci . To zpTsobujecyeaondzlano kar e &lethil widtDu na§ d
terapi.i ji g neexistuje b®hhBargokwdgdo s sweEujnat@r mé

n e ¥%s pAdirmes&al., 2010; Hatok et al., 2009)

Het erogehi shejn@@®@ o hiwpopulabjge ck®dlon D yypws ok 8 a
sel?2h8:nt andardn? | ®| by. N§g§dory obym&il ej eghkalzaoj f e
jakvl ase, tak i vV prostoru. Kagdl n&dor je tvoSen

popul ace jsou molekul 8rnhD i majenevdeckgn®di i gn®j t

vliastnosti. NapS2klad rTzn® | §satpiopi§der inemhaoh @u or
aktivitu. Ligit se tak® mohou v ecitlivosti hkoepapiio s t i t
Svysokou heterogeniton 8 dor u vzr Tst &8 tedy i j ealtoo hoodtool ndoTsvt 0 dvi

mus2 blt proveder eoktiPd¥rt® viaws2k TbTzt n&§sl ednh vyho
t esatb[ychom mohl i z2skat <cel kovl pr (Ddgogblack éné mo s e n z
Shaw, 2018; Meacham and Morrison, 2013; Medenica and Powell,.1995)
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Podle Roberta Hollowai¥l. D.jezp Tsob vimdr u§KI®d diyn 2elx@ e€C S KA Nt
testuvel i ce pSamuasrécewi sktduyj en st a rJenks, 20L2PoSvia nr§e |l a®&|i bvar
vysok®m procenttkTpSkseon®t povistrej? mnoh® studie
jejichrychlost kdy je mogn® zn&tnyajéichkretdlay i vadt T2ugongk?

Zaved€SRAmMest T do bhRDgn® klinick® praxe bychot
terapie sni ni m8§ 1 n 2 macerda @ lgiekngn jpsmé sbetdbPnit Dehto testT
arezistenci ng8dorovTl chiceblu@ndkp rvTTd N h uc yot noes® aha ni knT2m

ajeho citivostsepost upem | asu | i zmDnomuo | er@P®d ek agreo mMN@ |2
vybrat Kkombinaci nej %l innhDjg2ch cytostati k a zat
(Michal ovsg et al., 2008)

Vel kou CSRAb@®uUT je vysok§8 pravdhDpogpomandtm ur |
cytostati kTm. Rezi st enucril 80t1z0e® %p ovasl ge0lgnackEffetth,T ¢ h st
2015 Na rozd?z2| od senziinvitwisthy dmp é v §uo 2 meimpPbkik e d k y
tedy ur| 2 ineittor edEssenpBedpokin§ivbat stejn§ rezisten

44Pr ol ne CBRAge3? a t

441.Rozd?2 | o ¢t vs einyitraarinl vean ®

Citlivost n8&8dorovich bunRk innvtro npeooddapnd v 2 ld@k zcre
citlivosti, kt erou keingvb.ejPodmmo cli® kCESRAI ¥ k a 7 wjs2 M §F
chemot er ap eseald%prjdn) po d o(Wamoasd Eiferth, 2015N8 dor ov® one mocn
je komplexnz dnj zahrnuj2c?2 prolibHcerayxst @muwm Dka c i
aj eho ne®l ey omezit pouze na buniD|l nou nebo pop.t
vhnefyzioloBedk®mTgeodoch§zet kefakDoDTmdif geagive
(T aét.@ll 200).

DTvodem je pSedevg?2matbor ajerméj csmeoseaB apx@ic hv
podm2nky prosto$ebuRkywe eht ev®mt PDbe. Meoikoundjsobu Rky k
vkontaktuso k ol n2 mi, MmwePkdmivRuj 2 j& menabhiiek® Ppe oces:
prostSed2, cog zpTsobmugdem? imkigodsle aét.hll@e0A)NE djoir o & ©®, T
buRkpevnheéHorinewvh jsou vhypo xi ck®m st avu, kterT zpTso
chemoterapeuti ck @nvire®r ébzdi.s tSetnetjnn?® bbiutRkrye musej 2 . Ch
funguj 2 prot. rychhgppxoPifer wjgak? s plo§tekndm.i Sed
ahypoglyk®mi e pro buRku znamenaj?2 zastaven2 nebo zpo
specifickIimi proteinnypekec®l ¢sopodmdukloyv§mymzp
buRikyivonef unguj 2 ¢ he mo(d BlrBaopnelf90)iSt le® nIN®kyk jako hyp
zpTsobuj er ezzvil sgteennocui  n §Litobfield etlak, RO1H DaniNk2 mi dTvody,

hypoxie zpTsobuje rezistenci ngdoru na | ®ky, j s
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stresovich hypBrown 0% h ®pby pt &ipe T @2 srieroohev?2 j ako
%l inn®, nemusdsk@mgobDhe@PYMIHhettgpatng vstSebatel
Zjistt vinviropodm2 nk8ch, nebo to mTge bilt zZmTsdkehohd
met abol i c@yhmeR018)e a k c 2

442.Nedost at e| ar@objektiostCBRAB t u di 2

Vpubli kovanTch studi2ch o CSRA nen? dostat ek
visl @RRtyest T vIibhRDr chemotpermraple®@ltd ck®hed iptSB pp casvdkw
proveden?2 ICSRAr anmanei enta rozd2lnlT vibhDr vhodnTlec
by CSRA proveden nebyl . Lasto je kombinace | ®kT
jakojek ombi nace | ®k T, kter§8 by WNylsaedkhkWwBRBERADez p
(Huang et al.,, 200y y c h Sadusl o por ud teanrfrdmrck® ®| ki nij el i kog pr
statistickyVtroents pplBSRnpkidgi¥o dine§ GCpIoRnAz rev 1y, kdy je po
rozhodnout prgednu zv 2 c e medrandifa®|/dBf ohot o ndjSov CERA testy
powapza®o st at e |@ddrtapabanchJatson, 1999; Schrag et #2004.Dost upn® st ud
tak® mnohdy nemaj ? sprg8&vnou vypo®&r2Tdzanizmi2 fhaokdtnoo
Set k§8v 8meo sle®ny , jako je naps§. neschopnost ngdc
pSed|lasn® Ymrt2 pacientT pSéttNdokpakceerhmTspunadi
zvolenTchpokoBtnd®b i ¢@y@lki vnNny neng&§hodnim vibRrem p
vyugit8 metoda CSRA. Tito paciemnhi® ompsicz m2pumkdx
jinTmi metsediabmdr, slt28wg8 nen § h codbnTenk t d (Sthtag etwalRsjt €] t
2004)

443.St andardi zace CSRA studi 2

Zakl adatel ka nezi centeys@o v gani za¢ el pttevrpda2a,ur a
ge klICSRAc&®ty by mhDly bilt vz2ce standar @jizaz@avtan®,
odl i gnou me(Jenkdsu20i2P sk ad8&m&j sou studie spr8g§vnh st
nich jednozmalant)y eurnowl zpTsob | ® by vihodnnhj g2
studi 2 je jejich nedTkl adn§s ®mBétpm@m an § \Crhtyb ys tvudd i
gpred zvolenlT srovn&vac?2 parametr. Nedostaluj?2c?
pacientT Y% astn?2c?2ch®ns8eb osrteund inea.l ®hoo bristuods, seboy s opbaecr
i vySazovsg&n2m snebdchi meknozdbaaol ol paghismDdT.
mal Tch test ojvsand c#ét astkiusptiincky nevliznamn§. Nehl ed
paci enktlTi nfeckw praxi velmi |astg§,ida pD@tH@2bhymsi ot
doch®BedbnNgni®musuzkkosit udi 2 na z8&kladn prTbNgnTch
neol ek§van® nedg8§douc2 Yaulim&kzn @&new oz Ineapogpeark? dkovcahl §izt
Takto pSed|asnhD ukon|len® studi ¢ NolvotmRémajnged &dn
2005)
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45Met odi clp®P pS2 st

451.Met ody prinovivo8 d Dn ®

InvivoCSRA spodr?lvay&®n?v chemosenzitivity pomoc?
vzorek | i dskx@hnooimgdoarnt §t u (ApROX). edtakde zive & cxXem
nej |l ast Nimincdey i ¢4 W8&r onw® . bduoRkmy gste haM§d nhebaaven- zr
p omoc? fragmentu zaveden®hudr do8dltelrk ulbdpl s®| s® gl
intraperitone8ln2, intrahepdbiNhk§ | ®rdigl sit mingidea o d
j eho mu2mz2 sd H)j e (Rrica, 1996)Myg¥rsmmou amoBf 8w ® IN®lkYy edn i, podl
rearka 2podaevgoraln®kpdnl terapeutickIT r eWyiundniivro konk
CSRA testT eliminuje zmDimyitrokhud vt lrek8talh 201 dejickp Dst o v ¢
nevlihodoul §& Iv@isaskv & en8§rol mostv] skeykjye a@otpm® 1d agt
and Houghton, 2007)SRCA ( Subrenal capsule ass$ay funguj e na principu
ngdoroviclsuburRAEBl ddho npsjamdt A ® my |§ % (SHFatEn1987)p r o
VTddou metody | e, ge i mpl ant 8§ty zachovsg8vaj?2 hl e
pTvodn2ho n8doru a z TpasS&@q(Hidagstandd, 2014)2 i po nhRDkol

452.Met ody preowd&dhDn®

ACirculatin g tumor cellsfi- CTCs

Jedn8 se o metoduan®ESior bv®r ®uR& gy ud®vpreali ®wejfsnédu kp
paci eretvlhiagndor y . Tyt o ban®kwvoan § e U e bmjlliep vjaavk s e mNr
citlivost bunDk VvTIli | ®k Tm u jednotlivich pacier
volena vhodn8 |1 ® ba. VIihodou t®to metody .je mog
Nevihodou |j e sia®madootimér @ | q(Mwel a.,[2014) u n N k

453. Met ody prinovird8d Dn ®
Metodyp r o v 8Sirdvibms®Re o pr ot in vivole it @idoBanfiaktorech. Metodw vitro

jsou znatelnhD rychlejg2, visledky | ze z2skat nnKk
a na model ov® orydgamdinomyvatdapjodl €er TznlTch par ame
nedostat el n8 nebbdsiosrtprcieb ulc®| ilvidd d d/ppo vikotvap dch? ok 8§ m
ZpTsoben®skdarizac&s t noe@bo | ej 2 detpogikloeeen2 MmPEKkT met abol
| od i gnT r ifsittoain gvo(Clarke, 1996)

453.1. Klonovad a erraollisf testy

Kl onovac2 metody jsou zalogeny na principu Kk
sr TznTmi cytostatiky. Po nRhRkoli ktaestladwarcihc hj swao
spolty kanBDkolkn2ch vzorc2ch|laspbdje vokdhhuseReh
rezistenctee sntS damuek T h ®t ou t Dchto metod | e pot
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viednobuniD|l.K®ajsugpleBmZzi vypov2daj2c? hodnoty test.
vi TznTch konc®ehaacélkh®mnpdpst vz bRuadBk, nlat erg® r mu
m®e®di u.

AHuman tumor colonya s s &I@A ), ACapillary cloning s y s t (®@$)j AThymidine

incorporation assayi (TIA ), ADiferential staining cytotoxicity assayi (DiSC)

Vgechametotdyyfuingj 2 na stej n®m pr irnTeczi nplumin vida®kiyi v a c
tr2a® TyWddl A testy v ynkirasinjvitook po e DA % vpr o rezi st en
a ve 44% pro senzitivitu(Tanigawa et al. 1993K | i ni ¢ k ® kio vit® chamoenzitwieoa i
ainvivor eakc?2 na | ®| burlj ¢ HTO®A ukhd pe@fEn % epnrzoi tuirviietny2 ar
(Salmon, 1984; Tanigawa et al., 1998)e vi hodou tRNRcht o 8§t @s8r Dl hesjej iat
doch&z%hoknocen2 falegnhD pozitivn2ch visledkT, ¢
inhibiceovgemmus?Tablt ZzpTsobena jen cytostatiky
Met oda Di SC se |igdobd ph&kdblaecz2 d¢h vmetvydh oddnoc en?
toutometodouj sou buRky inkub®&van®. jeot pm jdebpSi4ddgna b
barv2 jen mrtv® buRky. Citlivosceljkeo v®rmue npao | g aud I
Tentot est je viraznhD kratg? nedg pSedchoz2 a mTge
avyhodnocw § n2 t est T mT(@Veisemtaltetak, 1983) e k t i v n 2

ACollagen gel dropletembedded culturedrug sensitivityfi test (CD-DST)

Suspenze n§dorovlicrheubtumNk zjpeap®mdSoezkolu @k
vzni knou geVba®dmcapajlek yp SibulniNgs © dRR* dikdbaci 1 ®k y
sekol onie n8§dokapyk&lkchbkoDlkgenov®ho gelu barv? n
podobu 2 hodin. Giv@an®bREByoysouakabhhtotfij kpbpe kter
bunWikapce oget Sen® (Tarookaket @t 2020yl @k epmok §zans§ 80 %
korelace pSi ur|lovg8n2 se@®Bzi wirVviotvy na §ldobaysblset e h@ @ %

al., 1997) Tat o me tysoloaasmBN gvn o st , vygaduj e nkantaminagio| et b
pomoc?2 fibroblastT, zachow§wuo pRwjoad n¥ yh I @ v en 2
fyziologickT ch (Tazoka eteah,t2018)c 2j el ®leilvmi jednoduchg8 a

(Kobayashi, 2005)
4532. Met ody zal ogmea®ahbal dek ®kigjketd nva bt lguitddyl um®) k

AMethyl thiazoyl-diphenyl-tetrazolium bromidefi (MTT ), WST-1, ASucchate dehydrogenase
inhibition fi (SDI), Trypano viBo d S

Jedn § olsoer iomek r i c tdtabdlickos aktivinid $A Ikku Ivt uSe, ¢gi votno:

acytotoxicitu. BunR|n§ suspenzreTzm8dur oo €mo tbeu nal
podobu | PpS®dpe. pSi ds-dfenyhettamojum brontid netw aVMSE ¢ 0 g | s o u
tetrazoliov® soli, d2ky kterTm | ze MWeaabaidko v a't al

aktivn2 buRky pSemhDn2 ve vodNhD rozzmpusindi aktevT e
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formanzanAhmadian et al., 2009; Kimura et al., 199R)0 p Sirdo&m2n oy ®o mochSi v® b uF
obarven® syt I[Gimo®d rbouuR kbya rnveon@®.hpuobbtjeobgltuknj 2 ze
barvivo pomoc?2 (AiBod and rRaoiphg ©980G; ®trofer, 200BPodle intenzity
zbarvenz2vijzeu 8donglh ® | pomoc?2 spektrofotometrie ur|
aktivity buRky yogtotdiagd ionfAdmatkiai enal., 2009; Kimura et al., 1992)

Bioluminiscence alenosin trif o s (ASR)u

Tento test vyug2vsg§ k urlen2 givotnlch bunnk
oget SenT ch ¢ hTeonoot emnagpoesliSpeEdk®d.&n2 m |l uci ferinu. N2zl
se projevuje n2dhkegnd uthbhNsoemé2kwddk pBI® inge pBel
Vel kT m probl ®mem | el ndie gA TaRiS§azcaemi A TpPOYubbughz2AMVHE N 2 b u Rk

AChemoFX Assayf

Tento test je zalogen na rTstu a kr8tkodob®
resekc?2 pevnlch ngdor T. L §8st n 8dksaciowa neBkdlterdvar a8 ® h o
vkul tivaln2ch baRkS§ch, dokud n®pglsrowj 2prti @m@M$s2 c

naolaknd® mi krotitral n2acnh@déouicPenk dg@vkgsmt aybvanict
N8&sl ednil pjod etir |ganwv T c ha btumm&t ipzocovoatri®@Vilos lceed N ® pol t
bunribkget SenTch vzormpowiddly ghé vihehgwnusdj®kl sh kontr ol n
Na z8kladn visledkVteseSpraSkauabhdl zGvosbhksti %l inl
na d8vcejeNakbagd®h ou rp®eddapno®&hloN [n&kduo Ir ® | (Braaver pto d a n o u
al., 2008; Ochs et al., 2005)

E A l_:.-.'-"' 100

an = a I
an ! et |
70
Feak 4 &0
Flow w30
Change 0
a 20
o 20
10
il ' 4 !
O 10 20 30 40 S0 60 O @ 40 100
Iy Core
u
mgJ/L
Can
Obr . 5.: KSi vka z§v(Hoffdrdp2618) %] i nku na d§vce.
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AExtreme drug resistance assdy(EDRA)

BuRky jsouexvys®tmnlenwWysoklI m d§vkE&m ,mledmojteer ay
maxi m§8l n2 d€opoaloba Gda MV&l s| edky blTvaj2 klinikTm dost
Test alrd weg??rediptencen \dtro, nikoli senzitivity. Rezistenckoreluje so d p o in awb 2

v 99,2 % (Joo et al., 2009
4533. Met ody zalogen® na det ek-GDkulngt abol i ck® akt
AHistoculture drug response assay(HDRA)

HDRAVyug2vsg§ trojrozmhRrn® fragmenty rakovinnlc
tomu | ze vyhodnocovat podiad mk8c loidpwd de niak o §®kbyu F
udr guj 2 intercelul 8rn? kont akt . L erltmwikusp debr an
ananesou se na @gelatinovou kulturu napugtBDnou Kk
Pot® se nechaj?2 inkubovat po dobu 7 dntohom n8sl e
dTvddkwr povagovat m2 r us o¥ksopul g(n9R2 , plr% dk dkrceel azcae vnye z i
avl s | e d k(Eurukawa et al. u199%§Hoffman and Vescio, 2018; Ohie et al., 2005)

A Riorescent cytoprint assagi - FCA

Vzorky n&doru, kter® jsow uodkimen®&mw® TWAhWKOLUS:S
vyst avhemtot er ap @k PPininkubanij e anSSlduor esceBULRkyYy bpsova.
nN8dh® vizual i zo v(Mair@r, ®%moc?2 ot i sku

45.3.4. Metodyna mol ekul 8rn2 Yr ovni

Tyto testy funguj?2 na Yarovni detekce expres
| fezi stenci buMmMXejne&T IpiS edk@asafaniny k opr ot ei nT, kter ¢
sezvyguj2c?2 se kwhRk&onht,r ac®l d @kmD wynmNDmexprédinviekt h pr ot
pod21l ej2c2chNA,e ankat iovparcaevidlonkogenT, reexgpurle§ayeo rrTT satpc
akontall MmM2bdf NI n®hoMeziklhl.avn?2 me t o degternhoting S 2 F C
imunohistochemiej ndukce apopt - -zy dpob #aeE assagas RARP d39dA
(Blumenthal and Goldenberg, 2007)

AFlow cytometric chemosensitivity assay(FCCA)

FCCA testynaebpRo§®EMe vz ije poknkubaciiT$n®| i vem mRDSen
kinetika bunhD|&8@®&moi cy k] (Kgbttaaefd. 1WR)p 0 st
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5. FCCA

51Met odi ka proveden? @laenacge pziTttiokmava®h ct

Ze vzorku n8§8dor u jod efh$ idpu®ddd ennES gsoursopden wziiee ¢ h ani
nebo enzymati ck®cHi sk e,tviéketee r2eR 6 Bej)pw d te@asciaph e h
bunipl mo c 2 pr Tt okov®uspetnemetse e potom naSed? t al
givotaschopal pbgbhdoWDan® Yrovgna pegaedws#hnl epoloat
kerT se rovn8§ poltu testovanich | ® iv a jejich
kontrou Do kagd®hoanfiz&kr, k unaj ektpe3ild chcemeNegm§t vhant
kontrola obsahuj e paouszleo ubgwrn Njl @mrio&v nikku rskpue otlzida vt dsov en .2
kontrole je bunhD|n8 suspenze a cytotoxick§8 | 8t ké

inkubova n(®edenica and Powell, 1985

Potom se obsahDKAumavekkabartrm2rnei obbaarrwamiDNA |
bunBk Tt okyometenm | ze umdt T cphol leit ¢gb wmPla,scbognigipo
ol kun cyt ostati kseazb@hRemdsierjzijtiichita ng§dorovlich
| ®k Tpnotj @em pod @nE&§n2m givotndahl mbu®R& mveddatziowrk? r
kontroly. Lzet ak z2 skadp pwWed nouchemosenzitivithD | rez
chemoterapeutOkTnmobDmen d48oby, k d ya n fpacientow z o r e k
(Medenica and Powell, 1995)

Ng§sleduj2c2?2 boffdv&n@gizagRamy Bytek ¢givich |
kultivace n§ddudarabl rcenm. b u@iNk® sbuRKkyl t yepaenmhr BaRI
kultivovan® po dobu 4gdthtvbezkoht moddagjampAs otui kab¢(

PIFar Red-A
1t 't

D o E

PIFar Red-A
a "
PIFar Red-A
o w
PIFar Red-A
0 o

0

T
w oo =
FIC-A i

=
FSC-A

Obr . 6.: Bodov® diagrasghcygkdmeeri 2@®8pnal l zy

PSi pougit2 automat o metvan® pmTygaklid®i kv yhtodwne

a¢gis2cqT ) ®kTch. kolbedo gRmkR®, oproti jinTm CSRA,

scytotoxickT mi | ®ky a t2m zajigdupel zq@urjhowndo wvad
| i dsk® t NI o (Ballastefos) a0lPB uRtiwBra ®¢ p Si zpTsobuj 2 novim
protoge zte@Btckadkeolnulakrntn2s matri x. Ta pSitom ovl i\

morfogeneze, difamdkci ade o mean @wddenhd bl 2016 mloyg n N n 2
kr 8t k® dobhD inkubaceesjtey tjaekg®@ NmopgStealleseyasha®deont2im |t® |
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5.1.1. Postup

Pro tento test jbk®hopboalgitt wvhopwu bkbkyp8dBtunalopev
ng§dorech z2skanT ch c hbiiroywagsieciktTint kz88 ktré@kksetnin AnyecbSe n I-
pl eur 81 n% ode®aibinmeyal al984D8&l e je mogn®ubiyopgfd i tgk.
needle aspiration biopy FNAB)T2 m je mogn® rozpoznhtasnBdbr 6 ®2 c

asl|l edovat | ® ebaebauodpbulDN®pbby. Jej2 vihaoado®u | e
druhy odbRrovich metodj gd§Ipl&®|sbhib, [y Rpkrj @t okgoempr &m nd
z2skat informace o charakKebaczkb®Boeheakrpgeoahn?

Po odebr8&8n2 se n8dor uMmé sn ® mdddrmachanigkp n &€ hp h ¢
nebo enzymaticky disocu j 2 Po di soci aci ngdoru s e mal ® kou
KevzorkTm se pSid§ 5 ml transportn2ho m®dia a ty
abuRkys | spandowl§tniym@bdnaT m je nS§dormy &dnlodR nmé ave
suspenzi BunN| n§ suspenze@&llbwynmRil & ozoalkdkv ot obQ e mu
obsahovat 05-0,2ml bunD| n@uasgesah,200ZPeot ® jseed nd®®t ® zkumavky
dobSe prom2chan8 bunh| nBrypaBlsegpre$hzpea dsned) GMIATHI bat wnk
m®di eoromPDr u 1: 2: 7. Vge se prTdm? cshe8 zaj ivslt®g 2p rdooc e
bunWkuspenzi, kter§8 séoh@s|l ednl) akdSepdd2podlievotr
pSiprAveoagnto givotaschopnich bunhRk se url 2 jako
pol t u x19We{Me&enica and Powell, 1995

Pokud je w S2t omn®m vzor kune§omae njtarkaocue jvstbtumBll @k y
bybTsuspenze naSedhDna kultivaln2m mediem na poge
koncentrace ¢givotaschopnich bunhRk ma$gdi thego bHW:
| ®ky tak, bbwhDbdPokb@®l¥nd e alcon e af Asagy/>foig/mi0, O
Toto SedhNn2 se pr ov §drrunpdindes.ns?ubmpvellkagehdve knno@sp 8
bunh| n® psrucs pleaagdou S,8mtmw entepyd g a 8 a v Madgnicchand n ot a
Powell, 1995.

Do steril n2 dh dreigk nsdet i na pail psetcup een zbeu nal | knBl t i v a |
vpomDru 2: 8. To bude sl.ouBal g2 axtoe rnietgseltiilmkingk r joksod
oznapeon®j ednotlivg | ®iva, btsére8nbujakop ialze a § tv
kontrol a, kt er § |oibrsi(adhl pdRatbuntiyntecbtoo xskTclke ®8 zab2 j 2 buR
osmoti ck®IBe hit hlakukhel, t i2vGad 81)2 medi um pomlWAD]| bou s
Jednotl i vedenskirlokytsal mapln2 roztokem | ®| i va, k u
vt ®mge pomDru. Vgechrnywykwb@odopusshsoadu prS§ 5% 8and@ s
(Medenica and Powell, 1985
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Po inkubaci jsou zkumavky centrifugpnp®Si vysokT ch ot §| k§ch po do

je odpipetovs8§n a pelet je n8sl ®dinWDy saspentdoofn?
sfluorescen|l n2zmi @rbohi &8k &h-an agsSépeopiduimjddidn DAPI,
DRAQ7, 7AAD nebo TOGPRO3 . Tyto interkalaln? Dbarvy obarv?
kporugen2 integrityw memd&my buthndkznamén80 min p
bTt vgechny zkumavky promhRSeny na pr otsak obvuBmdkc y
vev z o r (Davied) 2015)

Vzorky jsouzmn SBeprr Tt o k dométrem. Nejprve je vygenemnbodovi di agr a
zevzor ku negdtyi,vnrodd entkrt ek ®hor glsmu hepadayvea®, ab
bunhD|l n® popul ace byla ve stSekagd®magr anfoc kP o ®s
| ®l i va. Kagdl vvarpk pbegatBfodu.k@®d anallzu pr
givotnostiedboanhRkvivech vzorc2ch se poudgije soft w:
NamRSen® hodnoty abekyhSsHiedinMt tksee,p2230 &l)o t

Pokud je mrtvich bunhRk v2ce neg #H:an®mul 2 @®khiu
Jestlige se polet mrtvichO bwnhNEpopahyjbpbeame ndkdea
ng&dor buh &k®kku . N2 zk§ citlivost se uv§d?2, pokud s
1530 %. Pokud je mrtvich bunhRk m@®&nnN daeg®nmus |19k um
(Medenica and Powell, 1995

Podle vIisl edkTkIFiCCiAc kjiTec hv & Tezoknd mercehdi m t.est ov a
Je nutn® inpviretyé ylaechv t akov® koncentd&vcliBoikt er ® |
vkl inick® kpa®ho | ®ku |8 ukteedreBaauirm@dimsdt &k o@centr
vpl azJrdd.t o Y%daj o nej vyqgigrr keomicemtt rvayxst, @ \Bd re v ®IRMEn
povagovs8§na za nejvygg?2 koncentracin vilro®d ti wai, 2 .kt ¢
Terapeuti ctkideh® dudi s apjoainmod8&n2 ni § Qg2 PRokudepd r ace 1
testov8&§nay@Ppppdugikto®centrace, zvyguj e se pravdDp
neg8§douc?2 mi wlinky | ®ku. Vi sl edkydotsatkugd ke o
ZpTs owaenhRoiva nd pRoteinyL ®ky se godgeaj t alvo® Ihd ng/alz me z 2
1mg/ml (Liston a Davis 2017)ObecnBD jsou vyb2r8ny ty | ®ky, na
senzitivita bunhDk. Obvyklel sakRodelutpy QimRai ki x8clet v
bunh| n® ondipcohvgddjigdezn obvykle blvg2 hlrim®@hT Mmos b
uprajeni8ch d8vka tak, aby cel koMeBenitamPowelil®dg r egi m
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6. Cytometrie

6.1.St ati ck8 cytometrie

Statick8§8 cytometrie vyhodnocuje vlIiastnost.i b
jsou tedy stat i ckpioudem teketing ko je vomg getno®k o v ® cMezi o met r i
statick® cytometrick® metody ppae$al aaps2lkhadl mo
|l aserovs8 krneskopiae 2| imi Bhaprop2EHEWpr oo meprifeokov® cy
vgak u obrazov® cytometrie mognost trkgmalzimdeg n®]
sl ogi t Nj &skgnret al;,2016) k T

6.2.Pr Tt 8dytornetrie

Vpr Ttokov® cytomet rsispenzipedh ®k bj ¥d kebhz Rk@rs i cck o v
cytometzazrhkamedn§vseukwlpPpaosit eospSedem zvolenTch <cha
mechani cklch nebo elaterketodai & &® & u p p enbomdl Sréuddiogii,
hematologii a farmakologiiV1 h o d a mi prTtokov® <cytrrydnlestdolr § sou
reprodukovatel nost vI s je&dBkutnostesty mebolischognest metodyt o dy .
zTstat neomil i mPniamineajl2l vel i drao gsRuUjne§ ms&nmatdrsdli kzaa
mnogst v? materi 8§l u zap S2opnadrIh Np oktr Fetbkyo uj ed ohag na® vs
vybranlTch vliastnost2. Velkou nevlihodouwgt &tead eme't
keztr8thnN bunhNln® integritNeda8vin®j ttahetnaPeiver Uclzah
jednobunhDl nou spektroskopii,opieidnloibunNDVajoubbambt
(Mattanovich and Borth, 2006; Shapiro, 2005; Strate and Longdin,.2017)

6.2.1. Pr Tt odytormetr

Vpr Tt okkoyu®met ru je bunhD|l ng&8 suspenze ung§gens
vytvgS2 |l amingrn2 PpmopdBoh&mebgRedhot bmuBk psd¥
sedost §vaj 2 buPRkay rdsdk ekro nmoanlotcthroomati ck®ho svihDtl a.
smhDrT a pSes optiku je nasmRDrov&§no na Sadu filt
vino® d ® Wiyt SvhDtel n® si gan8ploymo g 8 o uf o thebdn §okodidnl i | T
adigitalizova np®&r o p ool & rt ad(Boawn and Wittwer, 2000)
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Obr.7. : Sch®ma pr Tt okbam®hloarcydwineta wl:
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6.2.2. Princip metody

Dopr Tt okov®ho cyt cousg hra i/ ¢ thveot SsegneSy € m n 2 smisi
obarvenTch f 1l uor &tocharmylsre2 nma bbawRkaymi v8 g . Tznkmb i r
bunhDlnli mi.vaoogkamiunD| n® suspenze proch8z2 fluidr
v h § n Ikyvety lderou pro ®k aj 2 j ednot | i v®n HulRekdym ¢pheSezitetj @in DT m B L
syst ®me m Nkkodbei &jzehbad ¥ e ktpeastcthppBhg§zejl2asrelloollimk a
paprsky.

Kagdl parametr je detekovanl {Jakoe a®iDWisaloak p
mikrosekundFl uor escen| nNpancadd@snv@ltbed MKym zdrojem emit uj
PSi pougit?2 w3dtej hPuexochmbmi7 vinov® d®l ce a od
je mogn® mnNSit soul asnldn P ic e ® b pjsoidzachgeni®o mb a3t n o s
detebpoi Te®Pbkt moni c k ®h ok osnysetr @nuy ,e skitgenr8iT pjkey r s C § ®§
vy hodndetekéoresouu k | § d8hyt al ovhlD S2pzreon Tkma gsdyosut G reedm ot | i
zv| 8K&r el omodrnfyolsogi 2 a fyziologi?2 jednotlivich
cyklu, ve kter® Bezptaynl§r Pumikdm n¥atclheSez? .rozl i guj e
avnitSn2 sl edit oy aind®iifkigethpvwco a obsah cytaplz my  bRodek y .
pSedem nastavenlch par &mahjkgdvnostolui vl Browrvsiicuyp i pmElct
Wittwer, 2000; Ibrahim anBngh, 2007; Mattanovich and Borth, 2006; Radcliff and Jaroszeski, 1998)

6.23.AnallTza dat

Data z2skan§ pomoc?2 pgr 3f bskthd/tRiesktgitcakkieeér i e Nelja |
jsou pro vimal i zaci djad d npoor uoistogdanyn@@bod v o u r o 2 ro I rogia®®

Hi stogramy nab2zej? vel mi jednodae hkt e@r &hSoe hil 2za n
pr TmQDr fluorescence, di stribul n? statistiky | i
kontrol n2 mu vzor ku. Nav2c |e mo g no hi stogr amy

kval i t&Bvawmh?tat i vn?2 r och.dDBvbuparameie c kg@fycjes ou z osrlcgi t D
nai nt erpreta®nizchevgl &s mladéliftand Jarostzeskr, 1988y 2

6.24. Hmot nostn?2 cytometrie

Jedns§ s e o] analytickouzmek d&8n?2 kmel t8i psaa amg
oj ednotliviahkeuRkBaobven? el e mePmrti &rcn 2ph omestlooddgye n $
vi oni zaci vzor ku a n8sledn®hoVtmd%e net mmdt nsoes t p
protil 8t ky znalen® ionizov.amnyhmidnasampi ke¥ Ti zago
znd ky pSiprrogteinlestkk §m za pouBmaPlPl zdhepradclmi M8 cphomdm:
spektrometrie r Tl et ovi m BHamD$eB88odama dojssamandm8ené hhen§g o
prTtokov® cytometrie a |ze meigtoymgeodatamad@Rujn
50135 parametrT nauma®RRulj@sas@ uwp otuxmt 2gwexle kaval i
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ahmotnostn2 spektrometr m§ vynikaj2c? PS8zl pgedgi
bNngnTch fluoremscenmlonD| thak enwizami k§ o mepeken 2 zpT
fl uor es c e n [Batlwahe alz a0Qd; ©rkatsky et al., 200l mot nost n?2 cyt omet
umogRuje pS2m® sl edov Behbehanietal, 20185yt ot oxi ckl ch | ®k

7.Reger ge twdi2CBRAdK T s

71ASCO-reger ge studi 2 vydanlch mezi lety 1

Podle studi? publi kovanich za pbSDe@ndpalki 0t
sng§dorovim on¢manmlmZamnpPe prokazatel n®801E% pomoc
“usphRNgnost ? pSedpovindnt resistenci vTIli | ®k T m. C
pouze $08 0 % Y¥spNgnost 2. Byl entak®8idolk@k & i tiypesng & v ir se2z
n § d ¢volm and Efferth,2015) pSest o vgak CSRA bthggmt® nneb ®| pr a =

Americk8 spol el nost Kkl inick® oletdcrto20@®@i2641. pr ov §
Tyto regerge sl &kwgihloyd njoxkan 2t eCcSHRMo Iso geci?2cl MM gd &®f i no
klinick® praxi. AB8GOremoivyphoanocROBBA(ABI @eh rCalosg
and Blue Shiel dkdAsbgtioajignil)S2ve provedeno syste
ASCO tedy vyugtidmut pS2sytsutpaumaki ck®mu pSehl edu p
hodnocen2. Byla vytvoSena keef8®i by By k diStudegoisa dk U
musely srovn8§vat visledky u pa@bdheTdoponutbg2by
na z8kl admi&lliint €ka tpatienyy,tuzkgir¥ c hs byl a chemor 8khpib
visledkT CSRA. D8l e studie musely obsahovat v
Doreger ge nelmynlay T z ghorukkete®@®r ovn §YRA 2t «dtshiedky miC
v 1 s | @ardtein et al., 2011; Schrag et al., 2004)

Vroce 2004 bylo nez§visle pSezkoum8no 1139 s
Pouze 17 abstraktT splRovalo vige uveden§ krit®r
obsahu tRchto studi? bylo vylklar A€ O1bd|l Ifgmlke pDal
chemoterapeuti ka, avgak pouze 1 splnil krit®ria
pouze 12 studipx ToWwWhiui BBv dreltch Twto regeHTgh zahrn
CCS, DiSC, MTT, ATP a EDRSchrag et al., 2004

DvND studie byly zalpgeny saudtiiTCAreagbeaho WNa
jen 25 % patckwengdci et Ehda@|dnkfw hr eagoval o na | ®]
Vmnoha pS2padech nenmon® profoge8&debyl gyksamopn® r
Vedr uh® studi. reagoval o na | Rt doudagrbdmoc p MBERAh23
U t®t o studie je di§depSaymademer, agici nesleom@B Y@SRA
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Ve studiip o mo ¢ 2 CCS reagovaliennd, | ®ft e $2 TBRAKI ph®|
test Bt aNdla®|dme? rmazg8 Wph ai.enlt TpSesz d/izell kVT sl edkT o
nal ® bu zgdSed nnie bpyBle g P t 2(Schragetiale POYAT

Pomoc2 Di SC byly proverdem?y St wd/ibir ami® stadp e@v
pacientT | ® enlch pmpanoiceén tCTSRIAG deadlidanhDad pPo® vzZON na

Ne vgichni pacienti, kteS2 se YsphRgnhD podrobili
Vedr uh® st uakdi rodgp oin®ddie? CSRA 36 % pacientT. Ne
kst anda®ldemM® skupi nh. Ve t Set? studi i reagoval o

Nast anda®&l|ldoni? reagoval o pdawzae ISI u%i p adJiwgdt netmp.v el k@
polu n§dorT na kultur8ch. Ltvrt§ studie ug pSing
nast an da®|donuw? i na | ® bu pomoc?2 CSRA. Lepg2 pSegi
(Schrag et al., 2004)

Ve studi. CSRAgpoabc?2 nMTT ®F bas t7arn da® dlan®i ¢ en T
39%. Studi e pomoc?2 ATP testT udeS4 §% YusPNgaodD & ®p
stand@lIrd$? v %. Podobn® visledky m§ i 66&e% a preED R, t
standa®|dniz ve 28 %. V2ce vyrovnan® visledky jsou

CSRA byl a z &2%apme h& md an ddu%(Schrag et al., 2004

Vroce 2011byly shrom8gdhDny nov® publikace vy«
2010, a d&§l e byd,y meStiaeSmayk hdzag .g 2Cesltkuedn6 bl | lol &rykT ,e
zl ehod pouze 21 118nkT spl Roval o opcSe d2e0nd 4s)t apnroov ezr
| 1l §nku do plSemk®@ummginéd , p&i ds§no 5 némdenk com&roant tr G
l iteratlupytygpbRkvat Bustemet@o20¥ly 5 studi 2

VT s | etdukdyi es proveden® za pomoc2 ATP testu prok
srecidivuj2c2m karcinomemsvapeh®@&dl, c hz ag & anic@n tveek
Wl n® nebo | &8st (€leeeRal.,@@E)zvy 31, 5%

Dal g3z studi e anal yzurakowlisnoeud kg a |3u5d3k up a cH aecnit €]
MTT testT mhI i 4s7t, bdla®idewd cSetpBt Dyl a mdMuat pSegi
al.,, n.d.)

Jing asaedhednot?2 visledky 78 paci emntan,dak diyn2m
| ® bou byl a 71, 8%hledenena8Rupiesy vyl @lSeg®Um et&@l4d , 5% p:
2009.

Do regerzg&abgms@udie pomoc? testu ChemoFX, i
porovans® i nTmi visledky chemoltiemiapllumi ctka®n dalrecem. an
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| pSes zna¥%hsnp) grnoozsdt?il yl & by, podle ASCO pSezkcd
visledkhemosmenz2itivity a rezistence jako dostat
Vvyug?2owaktolvogi ck® pr axi

Spol el nost ASCO vydala na z8kladhD @E3RAveden®

kter8§8 jsouVynggiedujCeSAR?A: pA o wébtDirk vihedmdtclhi vil erl
senedopomilmoej ekl i ni ck® studie. Onkol ogov® by mi)
naz 8§kl adnN publikovanlTch klinicklch studi?2, pacie

chemoterapeuti k ntal zn8eknl2a dna vzl &kileaddkld] stoeus| msami§d ke s
vgak doporuluje pracovat na kleidiSivGcBBRMhpoesheic 8l
v 1 z n(Scimag et al., 2008urstein et al., 2011)

Ke stejn®mulINEONIA Nia tdi@asmalr ehensi ve )CanRed!| eNer 2
t ak® neexi stuj e dostate| n¥ knpaohireatz e Wl T k asztTand &t @r
chemoterapeutick® | ®CNy b@SRAe mMNéyt .l 4cPd dels WwNo@ b ¢ \
vhodn®herapemoi ck®haTvedummedastat &l nNi cpm®rki8 z an
uvsgd2 nNigeervich |1l ensklTch st §tpek?hpaslecBSRAdY e txy
mognost?2 standa(lNGON2018)or my terapi e

72.Re g e udj2enimepr Tt okovou cytomet r20lD207ydanT c

Byl o pSezlkdwrd§ o pltheziiely @4Gad0X7hByly o u giTtzyn ® t ypy
chemosenzitivn2ch testT, jako napSDOBTadDADPf SEDF
t Dchto studi?2 se zablvaly | ® bou rakoviny vajelr
mo z k u, né méimo bkuanrlci nomem plic IGie sthgtdooy shudvy
provedeh chet rospektnam®dry8 vy porovngny visledky CSRA
reakc? rkd i h®lclkousodpoviDd?2. Ve zbyl Tcét arBearhd ns2e
ai ndukovan® | ® byggeardw ma | ®F RAz atd eSsttkeuc hj. e Hwnuetdn oz ep
gegechny tyto spuds pDolypGSRAMajéstwvE a vgechny z
| ® by volen® na z8kladh t Dmézio wlesslteldkrnye btoe spgo[z i
pr TbNDhem. NDkt er ® wuv8dDjiavitro GIRA testy plipersomlizavanout e | n ®
volbu chemoterapie.

Vretrospgt i vn2 ch st udi kocelace mgzin aitrohestdnm chenmoselzitivity
aklinickou citi vost 2 na | ®ky. VDt gi nnonu@abycliyt | vvvosky | n§c
navybran® | ®ky a n8slednhD bylo porovn8vs8no, j es
sol ek8vanou odpovRd2 podle visledkT CSRA.

Vprvnz2 reku 200 byloteso v 8 n o 6 ATPvtesem khEmosenzitivity. Podle
visledkT byli pacienti rozSazeni do tS2 skupin
visledky zjigthRnimi ATP testem chemosenzitivitey
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Ch2vakir 8§t Ctiedtiemst pASTerdpoe®dT klinick® chemosen
epiteli 8l n2ho karci ncdauentioan & ineifoktdsty jakp Icidi¢ n8J1 ,i5 %.
viznamnhD del §2p amibeun spididikitretis?t Te ¢ e v isltie (ghankto r e z |
al., 2010)

O rok starg?2TBttuaddteT] vprug itle¥dlec®my Ppacveot k7
pomosd2andar.dnRadt®jbgy2 viskyt recidivy bigVitropr ok 8§z
zji gt $lemee najedlenjzod §vani ch | afbkplating 666 % Paklitanel(kSe d| §k ov §
etal., 2011)

Jing studie zase testovala 79 vzorkT n8dor T
an8sl ednD analyzovala retrospekt i vianhitrdkpa nred cazc i m
HDRA a kIl inickT nmiekadePzavcaineintkacileBl en® chemoter a
Zj igvtylsmok8 citlivost, mPDIly o 9 mBDs2cT del g2 prTr
standa@|dry? | ®&k eknt er T j i(lLeeevay,@012) rezi stence

Ltvrt§ studie se zabTvg§ predikc? re#inust ence
pomoc2 ChemoFX testu. Bpyrl TomIXrens® o vv8ihkou 26716 |peatc,i el
nebo 1 V. st8diu rakoviny vajeln2kT nebo vejcovo
| ® bu a p®Embyg? yl PReékN®had trax@il mu Up I1®dt, iln &4 palkli e
rezistence na karboplatinu a u 21,7 % pacientel
rezistentn?2 na karboplatinu mhRly medi §n pSegit?
pacientky £ i tmh irvdbo st SednhBD citlivim n8&§dorem mRly me
16, 6 mNs2ce pSi PpSe@j00l1lbezTepnobgreeeddhemocnhn:
KaplanMe i er ovIBi kS8i v®ea st SednhD cithiNDy®r paddsthyeink yn2j s
j sou o0zn al(keivakeet dl.,2014¢)e n N

1.0
0.8
E‘ S5+l
= 064
k- "3
a
&
@ 0.4+
w A
- R
0.2 H
HR = 1.87(95% CI: 1.29 - 2.70)
Log-rank test: P< 0.001
0.0+ T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36

Time (months)

Obr.8.:Kaplan-Mei erova kSivka pSegi t(Krivaketal, 20t4pgr es e
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N§dory vykazuj?2c?2 rezistenci na karboplatinu
standar dn? | ® bN59 THt oi tnlSidw®lyind®ydryas tvBedn@8lcn M |
dal g2ch, bhRgnND ug2vanl | ®kKT, kter® byly tak® t
vhodn®ho chemoterapeuti ka mi mo standar dn? regi
rezistentn2ch na (katbepitiha, cisplatire,sgenwitalim doxotubicin @kkiitaxel,
docetaxel, topotekan). Z3 % paci ent T nevykazuj2c2ch %Yplnou r
bylo 35 % stSednhD citlivich na nejm®nhDenf5den | ®}
pacientek bylo citliviobNDma pgdéhagl m8L ®kTmCvyk
pacientek. Naopak rezistencioko Dma podanim | ®k Tm vykazovalo re
Zbytek pacientek byeldnroami sptoedf@ment@m karbogskipucal?,7 ko
napaklitaxel)(Krivak et al., 2014)

NejnovhDj geoksut uBd® 27 zvyug{ dhanjotherafy eresistghce @EHtR
aChenmoFX. Vprvm3 ch byl proveden test pro specifickgs
trp2c2ch rakovinou vaj eilbylegoVedenaPS%® s s p Pt pdd Kce ze
pSesng§ pr ediylkpreedena#ioDt &mn qietkebeti] 2017)

Dal g?2 ze studi? heavgval akrklu kaomoicT &iCh e mo iF &
vykazoval dobrou odpovidDN na | ® bu a gest.i paci
mNs2cT. TNmto ¢ESRAtestmraacd &@BPKD rezistayt gieal et al., 2017)

Vroce 2013 se Rutherford a jeho vizkumng skufg
testT pro efektivn2 vibRDr | ® by. Bylo od®brgno
pomocrtd agtdan 2 | @ nbkyo | Dwgelme n @& t e rdS RMe mikelsP IS Ppgtokis z B |
progr ese onemocnfDn2 teprve mohl | ®kaS nahl ®dnout
pacientek. 208 vzorkT bylo 48 % n§8dor T bwudé oh s Sle@T.
10 %rN8dyl o citl i(Ruderiordetal.g20i8hny | ®ky

N§sl eduj2c?2 gr af$§elprpbgreae up A e mocedBRKé vwa& dobnD p ¢
u pacientekk ® enT ch | ®kyy,p ondd ek tCeHrRe% | beynl € | ik\S® v kka8) m opr c
| ® enT m | ®k y,0dd & kitSeRrA®®Heybleyd m @ z¢ istt leinek n2 (| er ven§
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Obr.10. : Cel kov § dob éRuthefadetal. 201Paci ent T.

Vngsleduj2c2ch tSech studi2ch byly CSRA tes:
Nej starg? studie se zabTvg§ vol bmlT pbommot e HDRe U t
Vgem 33 pacientTm byl a vybrg&na m&¢aceéeml ivwjrgaanl
testovanich chemoterapeuti k p&dlcetivi sISédkpTacCe8RA
Yapl nou r es ekochio nu§ ddovrafin. 8sc& in epparcoijeenvti | y jéddom@® z n § ml
pacienta byla odhalena progrese nemoci . M2ra o
zbytkov® n&dor yni cbhy |vay kba5z o%.al TSik ompl et n2 odpovDnDl
HDRAvapl i kob&®n®rb®Ezala 100%vetcel inedgstj epl®iohpa$az
(Gwak et al., 2011)

Dal g3 ch si wvzala za c2]l url it Y innost ATP t
srecidivuj2c2zm emi toevlait®lhm2 nB 6k agracd ineommee k byl o | ®|
CSRA testT a 5S5&tjandipbwhd s RUIEIRANe S¢yehwtl a cel
odpovhDN ve 3576 ,p S2opja doedcphovzz d§ 66%. U druh® skupi
pouze ¥pa@86@pSzog odPaoetald®IIn6 %

Nej novitDp@Rt oz t S2 studi 2-DSTe tvelntolv alial wijlzicvzuc h
chemoterapnemalachemmB®Tnism karcinomem plic po ¥pl i
zaSazeno 3bchgcventkKy pege]y podrobeny tomuto test
nat estovan® | ®ky a byl | Phpautijlkyn? kit epormolcd v ® ma
CDDST jako % inn§. ZbytekCPRA i reeh Wtes tkatvieaSi2Ti np2d dRIkeT 1
byl i | ® enierjaiprelumii kg h e rkage rp% moa BApICas RtAe sstkauwpd ny p a
nemDI| &r&&idivuBNDhem n8sl edudrrwch®& hs kpupiiny ebpyldltaZ bl eezt erceh
pouze 14,36 p a c (Alkazawalet al., 2017)
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73.Regetwdj2e momopr Tt okov® cyt ome?20102&7 vy dan

PrTtokov8 cytometrie se wuk8zala jako vhodné
pr Ttokov8 cytometrie je dostatelnD citliv§g, spe
ina s ubmi kr ovsi KBuguisanoke® al. ¥2012P Se s tyu gjiet 2v pro CSRA t e
ojedinNDl ® a mnogstv?2 studi?2 a dostupn® |iteratur

Yokosuka a jeholvz kumn§ skupina oznalili tuto metodu

vyl oul it ne%l inn® | ®ky pro Medodal po®opacpeint pk:
je pro leukemick® vzorky spetekhBgeNDjr@zbuiRkeyty n8
odzdraviaht ak® mpé&ipadiDokdors® W2 j el Senin2z&bo plod et n§
b u n(Wdkosuka et al., 2013)

Tat o studi eursleenz ab Tavpaolpat ot i c k ®h o signglu bu
chemoterapeuti k pomoc?2 det ekce zmhDny, tkreank me m®
dochS8apomtSi zRot ® porovn§vala visl e&dkyitclBohit © dtpes
18pacitemp?qc2ch akutn?2 l ymfobl astickou | euk®mi 2,
pacient.i byl i | ®] eni prednisol onem, kterlT je po
typ l euk ®mi e. Visledky t Dc hkorelacitselsit Ti cwkykuazod p o
(p=0, 005) . PrTtokovg8 cytometrie byla oznalena za
nac hemoterapeuti ka. I tato studie tedy potvrdi
metody a stejnhD j akmo Rmpeh @oalap2gt a Gleipkldae do k|
(Yokosuka et al., 2013)

StejnlT n8zor m§& polsk§ vIi méu2eldstuds ke keéen a , K 1
porovng8vs citlinwitbkask!| vTii ckd®Wk doohpoviDd?2 u paci ent
l ymfocyt8rn2 | euk®mi 2. Tato skupina dogla ke ste
potvrdila, ¢ge tyto te$nydinveihdouu§ |bnl2t (IR G ke il pleRk iger rett
2015)

Tato skupina hodnotilan viro od pov DN na z 8kl adnD pDti faktor
apopt - zwyci 8linf2ferekenovyadhn8 kakoroi nredlratei vnhD rychl
term8l n2 prodjié¢ WBd&kkg.oPopgpkiyk8Il n2ch a energetick
D81 e byl pobgiotht i West{édentifikace proteinT pom
term8l n2ch profil T hbmaBKRn2sme asphogpd v dpckleders h bun
gi vsocthsopnT ch bunhNk. Naopak ¢g&8§dam®wlokruammhy® kkmruyR k

rezi stentn?2.

Studi e se z%W astnilo 28 pacientT, kt eS? byl
afludarabin) smafosfamidemP o | et ¢gi votnl ch ka baydbpuwrodearfc kpc Tt d ko
cytometrie Bez odpovDiDdi na | ®| bunitcyhl of 05 pfSedipeonwtdT.NI lyt w
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testT, p8§tl @EIRAseBedmNDl oppav@N nal §®@kgl ndenodp &\
seshodoval yinvird sih evdk yU 6 paciCSRA|ITBsutyedIin®d witlivost
jejich n8g8dory choVv®l vN}j alop aVapDn DoOmaid it sarkt®Th.ly | oK d naf
odpov DN bylinvivgg mwiko8uz 8napaci ent T. Jako sRiaghertTwkS§
exaktn2z test. Byl a pr okt styask vil zinaknm g &opevad?
(p=0,017). ZvT sl edkT byl o patrn®, ¢ge kagdl pacient m8§
Anij eden visledek testowkkn®@hd mkadiientid nienbyIProh o
bTt @Pwugigersonal i gRovgalbiuEmkeadi e nal ., 2015)

Predi kce tRDchto testT by se podle jedn® ned
tk8&8nnN ve 3D struktur8ch. nbak djiispcbygtd poOopSé&eaijo?
sokol n2 mi buRkKami a moheeu ise htoalg nmDn iPmetoflag j ibyh a
kdyj sou vihody pr Tt okom®k rco/ft louried irk ceu, s pd? keyny k tser @
fyziologickou p2ond sz aepgittk §phNpgnaosti ckou kapaci
jeprov8dnNDrnaskhch buRk&kd kKapaitmemt ul giveit ® o Fsma
ng§dor ovI1 T Ryjssu k@ltivoe r®inkuboa n® ®ky uvnitS mi krofl ui dn?
kutivaci b8BRkubtuSe by mhRDlo bit moipriw(Patr@ptal., pSedp
2016)

Sf®roidy |jsou né @k v e ok udlotbiuvod & nhodi ng8 Aby
funkl nost tRchto taes®TSemiyl ¢gr mByWoog!| kigghDi pPsob2
resveratrolem éirapazaminenv e 2 D i 3PokBkmdn§omci ap98gi% duntk!
kterT m nebjy8ldyn ® o deakny® Sf®roidy o prTmRru 130 em
ccao 6 pmTmDr u. Sf Etirapazaimnemoymstly pernfT@GmNr u o 1 em. S

opr TmRru 212 em se zvDtgovaly wug razantnDji, 0
vzorky. Tato velikost ug je hranil m?r oprho dinestemy
Yal i nNnosti | ®k u .

Nej prve s e testy provsgdnj? na 2D kul tur 8gct
koncentracemi | ®KT Vvygag?2 mi neg | C50, jelikog sf
sf @ryoij ednoduzgep S2ysjtmimig@®aa jdeidsnoocbounN| nou suspenzi
otestona np&r Tt o0 k 0 v 0 Patcaettalo 2O&&) r i 2

Vzorky v2D kul tur 8ch vykazovaly 32,5 % apoptoti
uresveratrolu a 47,4 %tirapazaminuU 3D kultur  v2 ce buh Rl n®MmMs apwoptwti ck®
a m®nN bunhk | e mirdpazdminmaj Reaivggat dli naost na 3
polovina bunhRDk (49,1 % -fmd &i%iviek ¥ a ziT,stEy@ gwydpmag28d
rezistenev Dghh § d d cent ®T onal | ®ky
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Tyto testy maj2 vel kIl potenci §I pro zl epgen?
prTtokov® cytometripo|ukiaapjoptwelikc® Trcdiz &2 Ine kv ot i
kul turami. Ni ckeh@rol® tp/ddtr\iryzoukipodent iy i me® (Ratra et bl.] 20%6)

N8sleduj2c2 obr8zek zobstau@PeTopr o2D(8dehvoltsl i n
sloupec)a 3Dkulturyvr TznT ch Veplrioksa sSteedont? . ®i pgraimy sj sapec)yz
dokvartil T, kdy Q1 zobrazuje nekrotick® buRky,
apoptotick® buRky a Q4 giv® buRky.

Obr. 11 : Porboeadg&wPkch prggoo&amy® cytometrie pro
kultury .(Patra et al., 2016)
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