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Abstrakt  

In vitro testy chemosenzitivity a rezistence (ĂChemosensitivity and resistance assayñ - CSRA) 

n§dorŢ stanovuj² citlivost konkr®tn²ho n§doru k danĨm l®ļebnĨm postupŢm v experiment§ln²m 

uspoŚ§d§n². Heterogenn² populace n§dorovĨch bunŊk je ex vivo kr§tkodobŊ vystaven§ pŢsoben² 

rŢznĨch schv§lenĨch l®ļiv a jejich kombinac². N§slednŊ je stanoven vliv jednotlivĨch l®kŢ 

na ģivotnost konkr®tn²ch n§dorovĨch bunŊk, podle n²ģ je moģn® zvolit pŚesnou kombinaci l®ļiv 

pro kaģd®ho pacienta individu§lnŊ. Tento pŚ²stup je pŚ²kladem personalizovan® medic²ny, kter§ 

se zabĨv§ pŚizpŢsoben² diagnostickĨch postupŢ a l®ļby konkr®tn²mu pacientovi, a t²m se snaģ² zamezit 

selh§n² l®ļby u pacientŢ, u kterĨch nefunguj² statisticky nej¼ļinnŊjġ² l®ļebn® postupy, zaloģen® 

na randomizovanĨch klinickĨch testech.  

 Mnoģstv² urļov§n² ģivĨch bunŊk pomoc² prŢtokov® cytometrie poskytuje velice pŚesnou 

statistiku pro multiparametrickou analĨzu. Nezbytnou podm²nkou je ovġem pŚ²tomnost disociovanĨch 

n§dorovĨch bunŊk v jednobunŊļn® suspenzi. T²m se tato metoda liġ² od klonovac²ch metod, 

kdy kolonie n§dorovĨch bunŊk rostou na agarovĨch m®di²ch, nebo od histokultur, kter® se vyznaļuj² 

trojrozmŊrnou kultivac² tk§nŊ. N§slednŊ tak® mŢģeme roztŚ²dit buŔky podle jejich pŚedem 

definovanĨch vlastnost² pro jejich dalġ² funkļn² testov§n².  

VĨhodou tŊchto testŢ je jejich rychlost a relativnŊ n²zk® n§klady, coģ umoģŔuje pŚizpŢsobit 

l®ļbu jejich vĨsledkŢm ve velmi kr§tk®m ļase po odebr§n² n§doru. Vyuģit² prŢtokov® cytometrie Śeġ² 

i probl®my ovlivŔuj²c² variabilitu vĨsledkŢ testŢ zpŢsoben® vysokou mutabilitou a heterogenitou 

n§dorŢ jak v r§mci populace, tak i u jednoho konkr®tn²ho pacienta, u kter®ho doch§z² k mikroevoluci 

n§doru v prŢbŊhu onemocnŊn². Heterogenita jednotlivĨch n§dorŢ se mŊn² v cel®m prŢbŊhu l®ļby.  

Z provedenĨch studi² vyplĨv§, ģe urļen² rezistence n§doru vŢļi konkr®tn²mu l®ku lze prov®st 

aģ se 100% pŚesnost². Citlivost n§doru lze stanovit uģ s ponŊkud niģġ² pŚesnost², maxim§lnŊ 80%. 

PŚesto st§le nejsou CSRA zaveden® do bŊģn® klinick® praxe, protoģe podle onkologickĨch asociac² 

neexistuj² v prozkouman® literatuŚe jednoznaļn® dŢvody, proļ podpoŚit zaveden² CSRA do klinick® 

praxe. Tato literatura ovġem nezahrnuje studie prov§dŊn® pomoc² prŢtokov® cytometrie. řada 

americkĨch i evropskĨch onkologŢ se k z§vŊru onkologickĨch asociac² nepŚikl§n².  
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Abstract 

In vitro chemosensitivity and resistance assay determine the sensitivity of a specific tumor 

after  a specific treatment administration in an experimental setup. A heterogeneous population 

of cancer cells is exposed to various approved anticancer drugs in short-term ex vivo and their 

combination thereof. The effect of each drug is then determined based on the viability of specific 

tumor cells allowing for individual patient treatment using a precise combination of drugs. 

This approach  is an example of the personalized medicine principle, which is focusing 

on the adjustment of  diagnostic procedures and treatment of a specific patient. Therefore, its goal 

is to avoid treatment failure in patients with poor response to the statistically most effective treatments 

based on randomized clinical trials. 

The number of viable cells determined by the flow cytometry provides very accurate statistics 

for multiparametric analysis. A necessary prerequisite is the presence of dissociated cancer cells 

in a single cell suspension. This is different from cloning methods, where tumor colonies grow on agar 

media, or from histocultures, which are specific with its three-dimensional tissue cultivation. We can 

also sort cells from suspension based on their pre-defined attributes for their subsequent functional 

testing. 

The advantage of CSRA assays is the speed and relatively low cost, which allows us to adjust 

the treatment according to the result in a very short period of time after tumor excision. The use 

of flow cytometry is beneficial in cases where problems arise due to CSRA reset variability caused 

by high tumor mutability and heterogeneity not only in the large cohort but also within a given patient 

where cancer microevolution occurs in the course of the disease. A heterogeneity of individual tumors 

is being constantly changed throughout the course of treatment. 

Conducted studies prove that the cancer resistance detection against a specific anticancer drug 

can achieve 100% accuracy. Cancer sensitivity can be determined with rather lower accuracy at 80% 

maximum. According to oncological associations, CSRA tests are still not implemented in routine 

clinical practice, due to lack of supportive evidence in the metaanalysis of published data. However, 

this literature does not include flow cytometric studies. Despite the conclusions of oncological 

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

ĐspŊch chemoterapeutick® l®ļby je do znaļn® m²ry ovlivnŊn Śadou faktorŢ, jako je napŚ²klad 

stupeŔ pokroļilosti onemocnŊn², histologickĨ typ n§doru, jeho vaskularizace a heterogenita. D§le je 

ovlivnŊn rezistenc² n§dorovĨch bunŊk vŢļi pod§vanĨm l®kŢm, kter® ļasto pŚi kombinovan® l®ļbŊ patŚ² 

do stejn® kategorie. V dneġn² dobŊ nen² konkr®tn² chemoterapeutick§ l®ļba zaloģen§ na individu§ln² 

odpovŊdi pacienta, ale na vĨsledc²ch randomizovanĨch klinickĨch studi², kter® prŢmŊruj² statisticky 

vĨznamnĨ ¼ļinek l®ku na prŢmŊrn®ho pacienta. Takov® zobecŔov§n² vĨsledkŢ klinickĨch studi² 

pŚirozenŊ vede k zanedb§v§n² individu§ln² odpovŊdi kaģd®ho pacienta na l®ļbu, vļetnŊ klon§ln² 

odliġnosti n§dorŢ. C²lem prov§dŊn² chemosenzitivn²ch testŢ je proto sn²ģit riziko ne¼ļinn® l®ļby, 

neģ§douc²ch ¼ļinkŢ a zlepġit vĨsledky l®ļby pomoc² vĨbŊru vhodnĨch l®kŢ v odpov²daj²c² d§vce 

a pŚ²padnŊ i kombinaci, kter§ bude zvolena pŚesnŊ podle potŚeb konkr®tn²ho pacienta, respektive 

specifick®ho n§doru v ļase a m²stŊ (Volm and Efferth, 2015).   

Na poļ§tku pades§tĨch let zaļala vznikat nov§ vŊdn² discipl²na, farmakogenetika, 

kter§ se zabĨvala pozorov§n²m variabiln²ch reakc² na l®ky a Śeġen²m jejich pŚ²ļin. Komercializac² 

tohoto vĨzkumu vznikl obor takzvan® personalizovan® medic²ny. Tento individu§ln² pŚ²stup k l®ļbŊ 

kaģd®ho pacienta by mŊl rozġ²Śit tradiļn² pŚ²stupy k l®ļbŊ a klade si za c²l pŚizpŢsobit l®ļbu pacientovi 

tak, aby zlepġil vĨbŊr l®kŢ a l®ļebnĨch postupŢ, a t²m zajistil co nejlepġ² reakci na podanou l®ļbu. 

Z§roveŔ by mŊl minimalizovat ġkodliv® vedlejġ² ¼ļinky a sn²ģit n§klady za ne¼spŊġnou l®ļbu. Kaģd§ 

l®ļba je ovlivnŊna mnoha faktory, jako jsou vŊk pacienta, jeho stravovac² n§vyky a metabolismus, 

celkovĨ zdravotn² stav, ģivotn² styl, vliv prostŚed², genetick® a epigenetick® faktory a z§roveŔ 

prov§dŊn§ terapie. D§le je tŚeba zohlednit vliv geografickĨch a etnickĨch odliġnost² mezi rŢznĨmi 

skupinami populace. Vġechny tyto faktory ovlivŔuj² reakci na l®ļbu a zapŚ²ļiŔuj² velkou ļ§st 

variability reakc² na podan® l®ky. Personalizovan§ medic²na zat²m ale nen² souļ§st² l®kaŚsk® praxe.   

ZamŊŚuje se zejm®na na skupiny pacientŢ, kteŚ² nereaguj² na podan® l®ky, a pro kter® jsou tradiļn² 

l®kaŚsk® postupy nefunkļn² (Vogenberg et al., 2010). 

D²ky chemosenzitivn²m testŢm in vitro lze ļ§steļnŊ pŚedpovŊdŊt reakci n§doru na podan§ 

chemoterapeutika in vivo. Tato reakce se ļasto vymyk§ statistickĨm datŢm z randomizovanĨch studi², 

podle kterĨch je v dneġn² dobŊ volen vhodnĨ l®k. Podan§ chemoterapeutika jsou vyb²r§na podle toho, 

kter® l®ky jsou statisticky nej¼ļinnŊjġ² pro konkr®tn² typ n§doru. NapŚ²klad rakovina moļov®ho 

mŊchĨŚe a moļovĨch cest je standardnŊ l®ļen§ kombinac² gemcitabinu a cisplatiny, nebo cisplatiny 

a adriamycinu. Gemcitabin a cisplatina se tak® pouģ²vaj² k l®ļbŊ rakoviny dŊloģn²ho ļ²pku, 

nemalobunŊļn®ho karcinomu plic, vajeļn²kŢ nebo slinivky, u kter® se nŊkdy cisplatina nahrazuje 

oxaliplatinou. Karboplatina v kombinaci s taxolem se pouģ²v§ pŚev§ģnŊ k l®ļbŊ rakoviny vajeļn²kŢ 

a nemalobunŊļn®ho karcinomu plic. MalobunŊļnĨ karcinom plic se l®ļ² kombinac² doxorubicin 

hydrochloridu, etoposidu a topotecanu. Na rakovinu prostaty se nejļastŊji pouģ²v§ docetaxel 
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v kombinaci s ciplatinou a fluorouracilem. Rakovina tlust®ho stŚeva a koneļn²ku bĨv§ l®ļen§ 

kombinac² fluorouracilu a leucovorin kalcia, ke kter® je jeġtŊ nŊkdy pŚid§van§ oxaliplatina, 

nebo irinotecan hydrochlorid. Karcinom prsu se l®ļ² pŚev§ģnŊ adriamycinem v kombinaci 

s cyklofosfamidem, ke kter® se v nŊkterĨch pŚ²padech pŚid§v§ paclitaxel nebo fluorouracil (National 

Cancer Institute, 2018).  

Tyto kombinace se pod§vaj² nejļastŊji proti uvedenĨm typŢm n§dorŢ. Jenģe stejnĨ 

histologickĨ typ n§doru mŢģe vykazovat ġirokou ġk§lu odpovŊd² na podan® l®ky. Je dok§z§no, 

ģe rezistence n§doru vŢļi l®ku nesouvis² s typem n§doru. To vyplĨv§ z rŢznŊ vysok® heterogenity 

n§doru, jak v r§mci populace, tak i v r§mci jedince (Salmon et al., 1978). Proto by bylo vhodn® 

pŚistupovat ke kaģd®mu pacientovi individu§lnŊ a volit ¼ļinn® l®ky pr§vŊ na z§kladŊ CSRA testŢ.  

Podle studi² publikovanĨch za posledn²ch 40 let a vĨsledkŢ testŢ v²ce neģ 15 tis²c pacientŢ 

s n§dorovĨm onemocnŊn²m je jednoznaļnŊ prokazateln®, ģe s 80-100% ¼spŊġnost² lze pŚedpovŊdŊt 

resistenci vŢļi l®kŢm. Citlivost n§doru na danĨ l®k je moģn® pŚedpovŊdŊt pouze s 50-80% ¼spŊġnost² 

(Volm and Efferth, 2015). Hlavn²m dŢvodem rozd²lnosti vĨġe zm²nŊnĨch ¼spŊġnost² je rozd²lnost 

chov§n² n§dorovĨch bunŊk v podm²nk§ch in vitro oproti podm²nk§m in vivo. 

Predikce citlivosti n§dorovĨch bunŊk k l®kŢm je t²m sloģitŊjġ², ļ²m vyġġ² heterogenitu n§dor 

vykazuje. Pokud je urļit§ ļ§st n§doru citliv§ na konkr®tn² l®k, jin§ ļ§st n§doru mŢģe bĨt k tomuto l®ku 

zcela rezistentn². Heterogenita n§doru se urļuje rŢznĨmi metodami v z§vislosti na tom, z jak®ho 

hlediska je zkouman§. Morfologick§ heterogenita je tak® zjiġŠovan§ ex vivo pomoc² 3D n§dorovĨch 

kultur. Molekuly DNA jsou oznaļeny pomoc² analogŢ nukleotidŢ a pot® jsou pomoc² fluorescenļn²ch 

mikroskopŢ pozorov§ny zmŊny v synt®ze a replikaci DNA. Heterogenita fenotypu je urļena pomoc² 

imunobarven², coģ se vyuģ²v§ pro prediktivn² testy a urļen² l®ļby. Velmi dŢleģitou metodou je tak®  

sekvenov§n² jednotlivĨch bunŊk z hlediska genomu, transkriptomu a epigenomu. Pomoc² sekvence 

transkriptomu lze urļit rozd²ln® subpopulace n§dorovĨch bunŊk v n§doru. D²ky sekvenov§n² mŢģe bĨt 

urļena genetick§ diverzita, kter§ m§ vliv na resistenci vŢļi l®kŢm. Dalġ² metodou urļov§n² 

heterogenity vhodnou pro objasnŊn² l®kov® rezistence je analĨza proteomu pomoc² Western blotu 

(Qian et al., 2017). 

Citlivost bunŊk k podanĨm l®kŢm se urļuje na z§kladŊ detekce zmŊn kinetiky proliferace 

n§dorovĨch bunŊk, odchylek bunŊļn®ho cyklu nebo sn²ģen® ģivotnosti bunŊk projevuj²c² se ztr§tou 

integrity plazmatick® membr§ny. Konkr®tn²m projevem je napŚ²klad akumulace senzitivn²ch bunŊk 

v urļit® f§zi bunŊļn®ho cyklu (G2+M, S), zmŊny funkce nŊkterĨch proteinŢ nebo zmŊny barvitelnosti 

bunŊk.  

Prvn² zm²nky o mŊŚen² ¼bytku ģivĨch bunŊk po jejich vystaven² cytotoxickĨm l§tk§m 

laboratorn²mi ex vivo testy jsou v²ce neģ sto let star®. Poch§z² z roku 1917, kdy Pappenheimer vyuģil 

tropanovou modŚ k detekci neģivĨch lymfocytŢ po tom, co vystavil ļerstv® lymfocyty brzl²ku 

toxickĨm l§tk§m (Pappenheimer, 1917). Tato detekce funguje na principu neschopnosti mrtvĨch 



 

3 
 

bunŊk vypumpovat barvivo ven z bunŊk pomoc² ABC transport®rŢ. O metodŊ in vitro testŢ lidskĨch 

n§dorovĨch bunŊk pomoc² prŢtokov® cytometrie (Ăflow cytometryñ ï FCM) se zaļalo mluvit 

aģ v roce 1978, kdy byla zkouman§ ploidie a proliferaļn² vlastnosti lidskĨch pevnĨch n§dorŢ pomoc² 

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

PrŢtokov§ cytometrie je pŚedurļen§ k studi²m, jako je pr§vŊ CSRA, a je i hojnŊ vyuģ²van§ 

v klinick® praxi pŚev§ģnŊ v oboru imunologie a hematologie. Pro CSRA testy je ale dlouhodobŊ 

ignorovan§, a proto nen² k dispozici dostateļn® mnoģstv² studi² na toto t®ma.  

Cytometrie jako takov§ je proces, pŚi kter®m jsou mŊŚen® fyzik§ln² nebo chemick® vlastnosti 

jednotlivĨch bunŊk o zhruba stejn® velikosti v rozmez² 1-30 mikrometrŢ. V prŢtokov® cytometrii 

prot®kaj² buŔky v suspenzi skrz celu prŢtokov®ho cytometru, kde se mŊŚ² vlastnosti bunŊk pomoc² 

detekce rozptylu svŊtla a fluorescence pŚi prŢchodu ļ§stice laserovĨm paprskem. Jednotliv® buŔky lze 

n§slednŊ i tŚ²dit podle pŚedem zvolenĨch charakteristik. Pomoc² cytometrie mŢģeme urļit ģivotnost 

bunŊk, jejich velikost, poļet, tvar, strukturu buŔky, schopnost proliferace, zmŊnu fenotypu, f§zi 

bunŊļn®ho cyklu, celkov® mnoģstv² DNA, RNA i proteinŢ, nebo zda se v n² nach§z² urļit® specifick® 

proteiny ļi jak interaguji jednotliv® bunŊļn® komponenty. Dneġn² komerļn² prŢtokov® cytometry mŊŚ² 

rychlost² aģ 50 000 bunŊk za vteŚinu (Shapiro, 2005).  

Experiment§ln² prov§dŊn² CSRA testŢ je metoda, d²ky kter® je moģn® aplikovat vĨsledky 

individu§ln²ch testŢ rezistence nebo citlivosti n§dorovĨch bunŊk na schv§len® vybran® l®ky, na in vivo 

l®ļbu pacientŢ s n§dorovĨm onemocnŊn²m, konkr®tnŊ na urļen² vhodnĨch chemoterapeutik nebo 

jejich kombinac² pro n§dorov® onemocnŊn² urļit®ho pacienta (Medenica and Powell, 1995). Testy 

chemosenzitivity by ide§lnŊ mŊly slouģit k urļen² unik§tn² kombinace ¼ļinnĨch chemoterapeutik 

na z§kladŊ individu§ln² in vitro analĨzy konkr®tn²ho n§doru (Garozzo et al., 1989). Vzhledem 

k vnitŚn² n§dorov® heterogenitŊ je vhodn® urļit unik§tn² kombinaci l®kŢ pŚesnŊ podle charakteru 

konkr®tn²ho n§doru (Anchang et al., 2018). Teoreticky by mŊly CSRA testy umoģnit klinickĨm 

l®kaŚŢm vybrat tu nej¼ļinnŊjġ² terapii a ovlivnit zpŢsob l®ļby pacienta hned na jej²m poļ§tku.  

Dle vĨsledkŢ chemosenzitivn²ch testŢ by mŊla bĨt zvolena vhodn§ kombinace l®kŢ, u kterĨch 

byla prok§z§na nejvyġġ² ¼ļinnost. Tyto l®ky by pak mely bĨt pod§van® pacientovi v r§mci 

kombinovan® l®ļby (Medenica and Powell, 1995).  

N§sleduj²c² graf (Shargel and Yu, 2015) zobrazuje koncentraci dostupn®ho l®ku v tŊle pacienta 

v prŢbŊhu ļasu podle zpŢsobu pod§n² l®ku. Jedn§ se o takzvanou biodostupnost (Ăbioavailabilityñ), 

kter§ urļuje aktu§ln² ļ§st d§vky podan®ho l®ku, kter§ se v dan®m ļase vyskytuje v obŊhov®m syst®mu 

pacienta. Biodostupnost je u nitroģilnŊ podanĨch l®kŢ 100%. U or§lnŊ podanĨch l®kŢ je biodostupnost 

niģġ² kvŢli ne¼pln® absorpci a liġ² se individu§lnŊ mezi jednotlivĨmi pacienty podle jejich 

metabolismu. 
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Obr. 1.: Biodostupnost l®ku podan®ho or§lnŊ (Oral) a intraven·znŊ (IV) v tŊle pacienta 

v prŢbŊhu ļasu. (Shargel and Yu, 2015) 

 

Existuje mnoho metod, kterĨmi lze prov§dŊt CSRA testy. Jedn²m typem je klonovac² metoda 

(napŚ. Ăhuman tumor colony assayñ - HTCA), pŚi kter® se nech§vaj² n§dorov® buŔky rŢst na agarov®m 

m®diu ve formŊ koloni². Pot® se porovn§v§ velikost koloni² v kontroln²ch, cytostatikem neovlivnŊnĨch 

kultur§ch, s velikost² koloni² v kultur§ch ovlivnŊnĨch. NevĨhodou t®to metody je potŚeba velk®ho 

mnoģstv² n§dorovĨch elementŢ. Naopak metody neklonovac² jsou zaloģeny na principu zjiġŠov§n² 

pomŊru mrtvĨch a ģivĨch bunŊk ve vzorku. Detekce je vŊtġinou zaloģena na poġkozen² membr§nov® 

integrity bunŊk, kter® pŚiġly do kontaktu s cytostatikem, nebo na zmŊnŊ jejich metabolismu 

(napŚ. Ămethyl thiazoyl-diphenyl-tetrazolium bromideñ -  MTT). Dalġ²m typem jsou histokultury, 

jejichģ vĨhodou je moģnost zachovat pŚirozenou 3D architekturu kultury a t²m zachovat i jej² 

proliferaļn² aktivitu. Tk§nŊ jsou totiģ pŊstovan® v trojrozmŊrnĨch kultur§ch, kter® napodobuj² 

extracelul§rn² matrix a t²m se v²ce bl²ģ² in vivo podm²nk§m (Chumchalov§ and KovaŚ²k, 2000). Dalġ² 

moģnost² je prov§dŊt testy v ex vivo prostŚed². NapŚ²klad PDX (Ăpatient derived xenograftsñ) vyuģ²vaj² 

imunodeficientn² myġi jako modelov®ho organismu podroben®ho l®ļbŊ. Vyuģ²vaj² se k vytvoŚen² 

vhodn®ho prostŚed² pro rŢst, sledov§n² a hodnocen² l®ļby rakoviny (Lai et al., 2017).  

CSRA testy na principu prŢtokov® cytometrie se prov§d² ze suspenze mechanicky 

nebo enzymaticky disociovanĨch n§dorovĨch bunŊk. Ta je po dobu 24 - 48 hodin inkubov§na s l®ky, 

kter® maj² cytostatick® ¼ļinky. Tyto l®ky, kter® se pod§vaj² v koncentrac²ch pohybuj²c²ch se mezi 

0,1 aģ 20 ɛg/ml (Dendy et al., 1970), vyvol§vaj² zmŊny ģivotnosti a odchylky bunŊļn®ho cyklu, 

kter® jsou monitorovan® poļ²taļovou analĨzou dat prŢtokov® cytometrie (Chumchalov§ and KovaŚ²k, 

2000; Galderisi et al., 2009).  

Americk§ spoleļnost klinick® onkologie (ĂAmerician Society of Clinical Oncologyñ - ASCO), 

kter§ pravidelnŊ prov§d² analĨzy vĨzkumŢ CSRA, st§le nedoporuļuje vyuģ²vat CSRA pro l®ļbu 

pacientŢ s rakovinou mimo klinick® studie, protoģe nebyl prok§zanĨ signifikantn² rozd²l mezi 

¼spŊġnost² standardn² l®ļby a l®ļby zvolen® pomoc² CSRA testŢ (Burstein et al., 2011). CSRA se tedy 

v klinick® praxi bŊģnŊ nepouģ²vaj². Existuje ale nŊkolik soukromĨch laboratoŚ², kter® prov§dŊj² testy 

CSRA na zak§zku. V nŊkterĨch st§tech se CSRA testy pouģ²vaj² pouze v momentŊ, kdy existuje v²ce 

moģnost² standardn² l®ļby. 
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Doktor Ian Cree, kterĨ je Śeditelem vĨzkumn®ho onkologick®ho centra nemocnice Queen 

Alexandra v Portsmouth v UK, provedl prospektivn² randomizovanou klinickou studii, ve kter® 

porovn§val vĨsledky l®ļby pomoc² chemoterapie vybran® l®kaŚem s vĨsledky l®ļby zvolen® pomoc² 

testu ATP bioluminiscence (ĂAdenosine Triphosphate bioluminiscenceñ) u pacientek s karcinomem 

vajeļn²kŢ. Tuto studii pŚedloģil na setk§n² ASCO v roce 2005 na FloridŊ. VĨsledky potvrdily vyġġ² 

¼ļinek l®ļby Ś²zen® dle vĨsledkŢ CSRA. Gregory D Pawelski ve sv®m ļl§nku vydan®m t®hoģ roku 

uv§d², ģe v l®kaŚsk® literatuŚe existuje v²ce neģ 40 publikac², kter® popisuj² vz§jemn® vztahy mezi 

vĨsledky CSRA testŢ a vĨsledky klinick® l®ļby u v²ce neģ 2 000 pacientŢ. Podle nŊj jsou ve vġech 

tŊchto studi²ch patrn® lepġ² vĨsledky l®ļby u pacientŢ, kteŚ² byli l®ļeni podle vĨsledku CSRA testu. 

Tito pacienti vykazovali vyġġ² m²ru odpovŊdi na l®ļbu a delġ² dobu pŚeģit². Naopak pacienti, kteŚ² byli 

l®ļeni pomoc² l®kŢ, kter® se v CSRA testech jevily jako rezistentn², vykazovali niģġ² m²ru odpovŊdi, 

neģ zbytek skupiny (Pawelski, 2005).VŊtġina prozkoumanĨch studi² v t®to bakal§Śsk® pr§ci prokazuje 

vŊtġ² ¼spŊġnost l®ļby za pomoc² CSRA testŢ.  

2. Đvod do statistiky 

2.1. Statistick® hypot®zy a p-hodnota (signifikance testu) 

PŚi statistick®m vyhodnocov§n² pokusu obvykle testujeme nŊjakou nulovou hypot®zu H0, 

kter§ je pŚesnĨm opakem toho, co chceme dok§zat, a kterou chceme n§slednŊ zam²tnout. Tento postup 

se pouģ²v§, protoģe shoda dat s hypot®zou jeġtŊ nepotvrzuje platnost hypot®zy. V pŚ²padŊ, ģe se data 

s hypot®zou neshoduj², lze hypot®zu s jistotou zam²tnout. Pokud tedy chceme zjistit, zda spolu nŊjak§ 

data koreluj², bude zn²t nulov§ hypot®za takto: VĨsledn§ data spolu nekoreluj². Pot® si urļ²me hladinu 

vĨznamnosti testu, na kter® chceme H0 testovat. Jedn§ se vlastnŊ o nejvyġġ² p-hodnotu (Ăp-valueñ), 

na kter® hypot®zu zam²t§me. BŊģnŊ se pouģ²v§ 0,05, coģ je pravdŊpodobnost 5 %, ģe nulovou 

hypot®zu zam²tneme, i kdyģ plat². Hodnota p je hodnota signifikance testu, neboli je to hodnota 

pravdŊpodobnosti, ģe je nulov§ hypot®za pravdiv§. Pokud tedy v testu vyjde hodnota p = 0,05 %, 

znamen§ to, ģe existuje 5% pravdŊpodobnost, ģe je H0 pravdiv§. V pŚ²padŊ, ģe je p -hodnota niģġ² 

neģ hladina vĨznamnosti, pak nulovou hypot®zu zam²t§me a plat² alternativn² hypot®za H1, kter§ je 

opakem H0, v tomto pŚ²padŊ: VĨsledn§ data spolu koreluj². (Wasserstein et al., 2016) 

2.2. Test dobr® shody (Ch²-kvadr§t test) a FisherŢv exaktn² test 

Oba tyto statistick® testy slouģ² k testov§n² nez§vislosti pomoc² kontingenļn²ch tabulek. Ch²-

kvadr§t test hodnot² shodu oļek§vanĨch a skuteļnĨch hodnot mŊŚenĨch veliļin a ovŊŚuje, jestli maj² 

n§hodn® veliļiny pŚedem dan® rozdŊlen² pravdŊpodobnosti. FisherŢv exaktn² test se pouģ²v§ 

ke srovn§n² dvou rozptylŢ a uģ²v§ se v pŚ²padŊ n²zkĨch oļek§vanĨch ļetnost² (Fisher, 1922; Fisher, 

1954).  

http://www.positivehealth.com/author/gregory-d-pawelski
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2.3. StŚedn² hodnoty koncentrac² 

PŚi urļov§n² vhodn® d§vky chemoterapeutik se pomoc² grafŢ vyhodnocuje takzvan§ stŚedn² 

¼ļinn§ a inhibiļn² koncentrace in vitro. KŚivka pro ¼ļinnou koncentraci (EC-Ăeffective 

concentrationñ) zobrazuje z§vislost ¼ļinnosti l®ku na zvyġuj²c² se d§vce a jedn§ se o funkci rostouc². 

Hodnota EC50 je koncentrace l®ļiva, kter§ poskytuje polovinu maxim§ln² odpovŊdi. KŚivka pro 

inhibiļn² koncentraci (IC-Ăinhibitory concentrationñ) zobrazuje m²ru inhibice odpovŊdi na l®k 

se zvyġuj²c² se d§vkou a jedn§ se o funkci klesaj²c². Hodnota stŚedn² inhibiļn² koncentrace IC50 je 

vlastnŊ koncentrace inhibitoru, pŚi kter® je odezva sn²ģena o polovinu. Jedn§ se o koncentraci 

potŚebnou in vitro k dosaģen² 50% maxim§ln² odpovŊdi. StŚedn² hodnota ¼ļinn® d§vky (ED-Ăeffective 

doseñ) ED50 se ud§v§, pokud zmŊn²me pod§vanou d§vku l®ku, ale nezn§me jeho efektivn² 

koncentraci. Jedn§ se o d§vku pod§vanou pacientŢm, pŚi kter® dos§hneme poģadovanĨch klinickĨch 

vĨsledkŢ v 50 % pŚ²padŢ (GraphPad, 2018). 

2.4. Senzitivita, specifita a prediktivn² hodnota a ¼spŊġnost testu 

Vġechny tyto charakteristiky testu spolu vz§jemnŊ souvis² a daj² se od sebe navz§jem odvodit. 

Senzitivita testu vyjadŚuje pod²l skuteļnŊ pozitivn²ch pozorov§n² vŢļi 100 % (skuteļnŊ pozitivn² 

pozorov§n² s faleġnŊ negativn²mi). Specifita testu vyjadŚuje pod²l skuteļnŊ negativn²ch pozorov§n² 

vŢļi 100 % (skuteļnŊ negativn² pozorov§n² s faleġnŊ pozitivn²mi). Prediktivn² hodnota testu je m²ra 

pravdŊpodobnosti, ģe je vĨsledek skuteļnŊ pozitivn², pokud ho test jako pozitivn² vyhodnotil 

(pozitivn² prediktivn² hodnota), nebo ģe je vĨsledek skuteļnŊ negativn², pokud ho test vyhodnotil jako 

negativn² (negativn² prediktivn² hodnota). ĐspŊġnost testu urļuje celkovĨ pomŊr spr§vnĨch rozhodnut² 

(Phillips et al., 1983). 

2.5. ROC kŚivka (ĂReceiver Operating Characteristicñ) 

ROC kŚivka je kŚivka popisuj²c² vztah mezi specifitou a senzitivitou testu. PŚi hodnocen² 

jak®hokoliv testu je vģdy nastaven urļitĨ parametr, podle kter®ho urļujeme jeho vĨsledky. Pokud 

napŚ²klad hodnot²me citlivost a rezistenci pacientŢ, vyneseme kŚivky zn§zorŔuj²c² distribuci pacientŢ 

citlivĨch a rezistentn²ch na testovanĨ l®k v z§vislosti na zvolen®m parametru. Tyto dvŊ kŚivky se vģdy 

v distribuci zvolen®ho parametru ļ§steļnŊ pŚekrĨvaj². Zvolen® separaļn² krit®rium v dan®m parametru, 

kter® jsme urļili pro rozdŊlen² dvou populac² a vyhodnocen² testu, bude vģdy urļitou ļ§st populace 

klasifikovat ġpatnŊ jako faleġnŊ pozitivn² nebo faleġnŊ negativn². Podle toho, jak budeme mŊnit 

separaļn² krit®rium, bude se i mŊnit pomŊr faleġnŊ pozitivn²ch a faleġnŊ negativn²ch pozorov§n² 

(Hajian-Tilaki, 2013). PŚekryv tŊchto kŚivek je zn§zornŊn na modelov®m grafu n²ģe.   

 

 

Obr. 2.: Modelov§ ROC kŚivka. (Hallinan, 2014) 

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
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3. Đvod do historie 

3.1. Poļ§tky in vitro testŢ chemosenzitivity  

Prvn² n§znaky testov§n² citlivosti bunŊk in vitro poch§zej² z poļ§tku 20. stolet². V roce 1917 

provedl Pappenheimer studii, ve kter® se snaģil demonstrovat cytotoxick® ¼ļinky rŢznĨch l§tek 

na buŔk§ch potkan²ho brzl²ku a lymfocytech lidskĨch tonzil (Pappenheimer, 1917).   

Pouģil k tomu velmi rychlou a jednoduchou metodu, kdy pŚidal barvivo tropanovou modŚ 

k bunŊļnĨm kultur§m. Toto barvivo se pouģ²v§ k selektivn²mu barven² mrtvĨch tk§n². Mrtv® buŔky 

budou m²t vĨraznŊ modŚe obarven® j§dro trypanovou modŚ², coģ lze dobŚe pozorovat 

pod mikroskopem. Zat²mco ģiv® buŔky jsou schopn® toto barvivo vypumpovat ven pomoc² ABC 

transport®rŢ a budeme je tedy pozorovat jako neobarven®. Dif¼ze tropanov® modŚi do buŔky a jej² 

n§sledn® obarven² tedy slouģ² jako krit®rium urļuj²c² poranŊn² bunŊk projevuj²c² se jako ztr§ta 

integrity plazmatick® membr§ny. D²ky tomu lze kvantitativnŊ studovat vliv rŢznĨch l§tek na zde 

studovan® lymfocyty (Pappenheimer, 1917). 

VĨsledky studie byly vztaģeny pouze na lymfocyty potkan²ho brzl²ku. Pappenheimer zkouġel 

ovlivŔovat ģivotnost lymfocytŢ nejrŢznŊjġ²mi l§tkami. Studoval vliv pH a teploty, pŚid§n² cholesterolu 

nebo hemoglobinu na ģivotnost bunŊk, reakci bunŊk na nedostatek kysl²ku, ļi ochrannĨ vliv vajeļn®ho 

albuminu (Pappenheimer, 1917). 

V pozdn²ch tŚic§tĨch letech minul®ho stolet² byla vyvinuta prvn² procedura cytologick® 

diagnostiky rakoviny, kter§ vyuģ²vala konvenļn² transmisn² svŊtelnou mikroskopii s kombinac² smŊs² 

kyselĨch a z§saditĨch barev. George Papanicolaou vyvinul prvn² z nŊkolika tŊchto barevnĨch smŊs² 

a pouģil je pro studium estr§ln²ho cyklu prim§tŢ. Nejprve pozoroval zmŊny zbarven² bunŊk 

odebranĨch pomoc² stŊrŢ z genit§ln²ho traktu samic. PozdŊji tuto metodu aplikoval na lidsk® buŔky 

a zjistil, ģe se malign² buŔky z cervik§ln²ch stŊrŢ daj² takto odliġit od zdravĨch. Studie 

od Papanicolaou a Traut z roku 1941 potvrdila vĨznam t®to diagnostiky cervik§ln²ho karcinomu, coģ 

podm²nilo poļ§tek vĨvoje automatizovanĨch pŚ²strojŢ. BŊhem ļtyŚic§tĨch let se tato metoda znaļnŊ 

rozv²jela. Patologov® se uļili rozliġovat zdrav® buŔky od malign²ch pomoc² PAP barven², kter® 

se pouģ²v§ dodnes  (Shapiro, 2005). V dneġn² dobŊ je toto barven² jedno z nejvyuģ²vanŊjġ²ch barven² 

v cytopatologii a pouģ²v§ se napŚ²klad pŚi vyġetŚen² stŊrŢ z dŊloģn²ho ļ²pku.  Jedn§ 

se o polychromatickou barvu, kter§ v sobŊ obsahuje pŊt rŢznĨch barviv, kter® odliġnŊ barv² rŢzn® 

bunŊļn® komponenty- kysel® barvy barv² z§sadit® bunŊļn® komponenty a naopak (Team 2016). 

3.2. Poļ§tky vyuģit² in vitro CSRA pro n§dorovou tk§Ŕ 

Testy CSRA pro n§dorovou tk§Ŕ vyuģili poprv® l®kaŚi M. M. Black a F. D. Speer, kteŚ² v roce 

1953 testovali vliv jednotlivĨch chemoterapeutik (uretan a  triethylen melamin) nebo jejich kombinac² 

na dehydrogen§zovou aktivitu lidsk® n§dorov® tk§nŊ (Black et al., 1953). Sukcin§t dehydrogen§za je 
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enzym, kterĨ v cyklu kyseliny citronov® produkuje ATP. Jej² aktivita tedy koreluje s ģivotnost² buŔky, 

podle kter® je moģn® urļit senzitivitu. Pomoc² redukce tetrazoliovĨch sol² na barevnĨ formanzan lze 

detekovat aktivitu mitochondri§ln² dehydrogen§zy. Podle intenzity zbarven² lze urļit m²ru metabolick® 

aktivity buŔky (Kimura et al., 1992). Zjistili, ģe velkou biochemickou variabilitu ve sv® n§dorov® 

tk§ni vykazuj² i jednotliv² pacienti se stejnĨm typem n§doru. Prok§zali tak® urļitou korelaci mezi 

klinicky pozorovanou citlivost² n§dorov® tk§nŊ na dan® chemoterapeutikum a pŢsoben²m stejn®ho 

chemoterapeutika pŚi in vitro pozorov§n² (Black et al., 1953). 

N§sleduj²c²ho roku vydali dalġ² publikaci zabĨvaj²c² se vĨzkumem nov® metody, kter§ 

by Śeġila rozd²ly citlivosti n§dorŢ k jednotlivĨm l®kŢm. Uvedli, ģe n§dory reaguj² na l®ļbu rŢznĨm 

zpŢsobem, aŠ se jedn§ o rŢzn® typy n§dorŢ ļi o jednotliv® n§dory stejn®ho typu. Histologicky 

identick® n§dory se mohou liġit ve svĨch odpovŊd²ch na l®ļbu, dokonce mohou bez jak®koliv znateln® 

zmŊny histologick® struktury zmŊnit svou citlivost na l®k, na kterĨ pŢvodnŊ citlivĨ byl. D§le 

se vŊnovali ¼ļinku dalġ²ch l®kŢ. Jednalo se o aminopterin, pod§vanĨ jak jednotlivŊ, tak v kombinaci 

s urethanem a triethylen melaminem (Ătriethylene melamineñ ï TEM).  

Dehydrogen§zov§ aktivita n§dorovĨch bunŊk ve vzork§ch byla urļena pomoc² tetrazoliovĨch 

sol². Tento pokus byl prov§dŊn pro urļen² stupnŊ korelace mezi pŢsoben²m rŢznĨch chemoterapeutik 

na in vitro dehydrogen§zovou aktivitu a jejich klinickĨch terapeutickĨch vlastnost². Podle vĨsledkŢ 

nebylo moģn® korelovat intenzitu endogenn² dehydrogen§zov® aktivity s typem n§doru, jeho 

mikroskopickĨm vzhledem, klinickĨm chov§n²m ani s odpovŊd² n§doru na l®ļbu. Byla ale prok§z§na 

pozitivn² korelace mezi pŢsoben²m chemoterapie na rŢzn® n§dorov® tk§nŊ v prŢbŊhu in vitro testŢ 

pomoc² inhibice sukcin§t dehydrogen§zy (Ăsuccinate dehydrogenase inhibitionñ ï SDI) a jej²mi 

klinickĨmi ¼ļinky (Black and Speer, 1954). 

V roce 1957 provedl J. C. Wright se svĨm tĨmem vĨzkum vztahu mezi vĨsledky 

chemoterapeutick® l®ļby pacientŢ s n§dory a in vitro testy na tk§ŔovĨch kultur§ch. KaģdĨ vzorek 

n§doru byl kultivov§n na tk§Ŕov® kultuŚe a testov§n proti tomu terapeutiku, kterĨm byl l®ļen pacient, 

jemuģ byl vzorek odebr§n. Jako l®ļebn§ d§vka byla pouģita nejniģġ² d§vka zpŢsobuj²c² inhibici rŢstu 

myġ²ch srdc² na fibroblastovĨch kultur§ch. Ze 40 pŚ²padŢ vykazovalo 26 pŚ²padŢ korelaci obou 

vĨsledkŢ. U 10 pŚ²padŢ nebyla korelace prok§z§na, dalġ² 4 pŚ²pady byly sporn®. Podle Wrighta by tato 

metoda mohla slouģit k vĨbŊru nej¼ļinnŊjġ²ho chemoterapeutika pro danĨ n§dor u konkr®tn²ho 

pacienta (Wright et al., 1957). 

O prospŊġnosti chemosenzitivn²ch testŢ se ve sv® studii zm²nili i H. Limburg a U. Heckmann 

v roce 1968. Studie se tĨkala pŚev§ģnŊ ¼ļinnosti chemoterapie pro pacientky s rakovinou vajeļn²kŢ. 

V z§vŊru sv®ho vĨzkumu uvedli, ģe nemohou doporuļit konkr®tn² chemoterapeutikum pro jednotliv® 

typy n§dorŢ, jelikoģ ģ§dn® z nich nelze obecnŊ oznaļit jako nejefektivnŊjġ². Ve studii bylo testov§no 

40 pacientek, pŚiļemģ u 25 pacientek byly pouģity in vitro chemosenzitivn² testy pomoc² lakt§t 

dehydrogen§zov® aktivity a u zbylĨch 15 pacientŢ byla zvolena standardn² l®ļba. PrŢmŊrn§ doba 
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pŚeģit² po chemoterapeutick® l®ļbŊ volen® in vitro testy se zvĨġila z 283 dn² (u pacientŢ l®ļenĨch 

standardnŊ volenou chemoterapi²) na 527 dn² (Limburg and Heckmann, 1968). 

N§sleduj²c² grafy zobrazuj² Kaplan-Meierovy kŚivky pŚeģit², kter® porovn§vaj² dobu pŚeģit² 

pacientŢ po l®ļbŊ cytostatiky vybranĨmi na z§kladŊ CSRA testŢ s cytostatiky standardn²mi. V dalġ²m 

grafu je zobrazena doba pŚeģit² pacientŢ, kteŚ² byli kromŊ cytostatik (s/bez CSRA) l®ļeni jeġtŊ 

chirurgickou nebo radiologickou l®ļbou.  

 

 

 

 

 

 

(Limburg a Heckmann 1968) 

 

 

 

 

 

 

(Limburg and Heckmann, 1968) 

 

 Limburg a Heckmann ze z²skanĨch vĨsledkŢ doporuļuj² pokraļovat v testov§n² citlivosti 

n§dorŢ (Limburg and Heckmann, 1968). 

H. L. Holmes a M. Little vydali v roce 1974 studii, ve kter® prov§dŊli in vitro CSRA 

mikrotesty tk§ŔovĨch kultur 13 pacientŢm s n§dorovĨm onemocnŊn²m. VĨsledky tŊchto testŢ 

ukazovaly, ģe v 8 pŚ²padech by n§dor nereagoval na l®ļbu podanĨmi chemoterapeutiky, avġak 

u jednoho z tŊchto osmi pŚ²padŢ byla klinick§ odpovŊŅ pozorov§na. Ve zbylĨch 5 pŚ²padech by n§dor 

podle vĨsledkŢ mŊl reagovat na l®ļbu podanĨmi l®ky, coģ se tak® n§slednŊ potvrdilo. I touto studi² 

byla potvrzena vysok§ korelace mezi in vitro testy a klinickou odpovŊd² (Holmes and Little, 1974). 

Uģ ne tak pozitivn² byly vĨsledky studie R. J. Berryho, A. H. Lainga a J. Wellse z roku 1975, 

kdy kultivovali 97 vzorkŢ lidskĨch n§dorŢ rŢzn®ho typu, aby pot® mohli pŚedpovŊdŊt jejich citlivost 

Obr. 3.: Kaplan-Meierova kŚivka 

pŚeģit² I.  

 

Obr. 4.: Kaplan-Meierova kŚivka 

pŚeģit² II.  
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na chemoterapii. Pouze 26 vzorkŢ bylo schopnĨch rŢst po dobu 7 dnŢ na kultivaļn²m m®diu. 

Podrobn® studie subkultur pŊstovanĨch in vitro uk§zaly, ģe se bŊhem rŢstu objevuj² velk® zmŊny 

v chemosenzitivitŊ, a to uģ v druhĨch subkultur§ch. Takģe testy by mŊly bĨt prov§dŊny z ļerstvĨch 

explant§tŢ nebo prvn²ch subkultur. Na konci t®to studie tedy nebyla nalezena ģ§dn§ vĨznamn§ 

korelace mezi klinickĨm chov§n²m n§doru a vĨsledky jeho senzitivity zjiġŠovan® in vitro. DŢvodem 

byl zŚejmŊ malĨ poļet vzorkŢ, kter® byly schopny na kultur§ch rŢst a n§slednŊ prov§dŊn² testŢ 

i na kultur§ch po druh®m pas§ģov§n², kter® vĨznamnŊ zmŊnily vlastnosti vzhledem ke vzorkŢm 

in vivo (Berry et al., 1975). 

3.3. Poļ§tky prŢtokov® cytometrie 

PrŢtokov§ cytometrie je vhodnou metodou pro CSRA testy, protoģe umoģŔuje samostatn® 

testov§n² jednotlivĨch bunŊk. T²m je moģn® z²skat kompletn² pŚehled o buŔk§ch v n§doru a jeho 

heterogenitŊ.  Đpln® poļ§tky smĨġlen² o prŢtokov® cytometrii se p²ġ² do zaļ§tku 20. stol. (Shapiro, 

2005). Poprv® byla prŢtokov§ cytometrie pops§na v roce 1934 Moldavanem, kde pŚedstavil koncept 

poļ²t§n² bunŊk (konkr®tnŊ ļervenĨch krvinek) a popsal proudŊn² vzorku kapil§rou a vyhodnocen² 

excitace fotoelektrickĨm senzorem (Moldavan, 1934). 

V pades§tĨch letech byla vyvinuta alternativn² metoda zaloģena na skuteļnosti, ģe buŔky jsou 

obklopeny lipidickou membr§nou, a t²m p§dem jsou ġpatnĨmi vodiļi elektrick®ho proudu, na rozd²l 

od fyziologick®ho roztoku. Wallace Coulter vynalezl zaŚ²zen², ve kter®m buŔky proch§zej² jednotlivŊ 

malĨm otvorem mezi dvŊma komorami naplnŊnĨmi fyziologickĨm roztokem. Princip poļ²t§n² 

a mŊŚen² velikosti bunŊk byl zaloģenĨ na vzrŢstu elektrick® impedance otvoru pŚi prŢchodu buŔky 

v pomŊru k jej²mu objemu (Coulter, 1956). Crosland-Taylor zase poprv® pouģil princip lamin§rn²ho 

toku, kde kapalina proud² v rovnobŊģnĨch vrstv§ch, mezi kterĨmi nevznik§ ģ§dn® naruġen² (Crosland-

Taylor, 1953). 

Na poļ§tku ġedes§tĨch let se k mŊŚen®mu rozptylu svŊtla zaļala mŊŚit jeġtŊ fluorescence 

po pŚid§n² fluorescenļn²ho barviva do vzorku. Prvn² komerļn² prŢtokovĨ cytometr byl zaveden 

na poļ§tku let sedmdes§tĨch (Hallermann et al., 1964; Ornstein and Ansley, 1974).  

3.4.  Poļ§tky pouģ²v§n² prŢtokov® cytometrie pro testy chemosenzitivity a 

rezistence in vitro (CSRA) 

PrŢtokov§ cytometrie se pro in vitro testy n§dorov® tk§nŊ zaļala vyuģ²vat v roce 1978. Toho 

roku byla provedena studie zjiġŠuj²c² vztah mezi ploidi² a proliferaļn²mi schopnostmi lidskĨch bunŊk 

s n§dorovĨm onemocnŊn²m pomoc² prŢtokov® cytometrie. Ze studi² vyplĨv§, ģe vĨskyt 

karyotypovĨch abnormalit nen² u n§dorŢ n§hodnĨ. Obsah bunŊļn® DNA je urļuj²c²m znakem pro f§ze 

bunŊļn®ho cyklu a ploidii buŔky. Pro stanoven² obsahu DNA a urļen² ploidie byla vyuģita prŢtokov§ 

cytometrie. VĨhodou t®to metody je, ģe nen² omezov§na proliferaļn²m stavem bunŊļn® populace, 

jelikoģ umoģŔuje prov§dŊt vĨzkum na buŔk§ch v interf§zi bunŊļn®ho cyklu. Oproti mikroskopick® 
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analĨze obsahu DNA, kter§ je pracn§ a ļasovŊ n§roļn§, je prŢtokov§ cytometrie velice rychl§ 

a pŚesn§. A nav²c umoģŔuje vyhodnocen² mnoha po sobŊ n§sleduj²c²ch bunŊk najednou. Ze 78 

pozorov§n² mŊlo 76 vzorkŢ n§dorŢ rŢzn®ho typu aneuploidn² obsah DNA. Ploidie byla zkoum§na 

pomoc² sm²ch§n² vzorkŢ n§dorovĨch bunŊk s granulocyty, kter® se uk§zaly jako vhodnĨ referenļn² 

standard pro urļen² ploidie lidskĨch pevnĨch n§dorŢ pomoc² prŢtokov® cytometrie. VŊtġina pacientŢ 

s pevnĨmi n§dory vykazovala hyperdiploidn² abnormality bez ohledu na to, v jak®m m²stŊ se n§dor 

nach§zel. Nebyla ale prok§z§na ģ§dn§ korelace mezi ploidi² a proliferaļn²mi vlastnostmi bunŊk 

(Barlogie et al., 1978). 

V roce 1982 byla pouģita prŢtokov§ cytometrie pro sledov§n² l®ļby malobunŊļn®ho 

karcinomu plic. Pomoc² sekvenļn² analĨzy n§doru s opakovanĨm odbŊrem vzorku byly pozorov§ny 

zmŊny bunŊļn® kinetiky vyvolan® chemoterapeutickou l®ļbou, aby mohl bĨt upraven l®ļebnĨ postup 

a zlepġily se tak vĨsledky l®ļby. OdbŊr vzorku a ¼prava l®ļebn®ho reģimu prob²hali kaģdĨch 4-7 

tĨdnŢ. Na l®ļbu upravenou podle vĨsledkŢ prŢtokov® cytometrie reagovali vġichni pacienti (Vindelov, 

Hansen, 1982). 

V dubnu roku 1983 byla testov§na citlivost n§dorovĨch bunŊk na chemoterapii pomoc² 

prŢtokov® cytometrie in vitro. Byly izolovan® buŔky ze tŚech n§dorŢ Ascites Ehrlich, coģ je n§dorov§ 

kultura kultivovan§ in vivo. Jedn§ se o nediferenciovanĨ, hyperdiploidn² karcinom, pŢvodnŊ z myġ², 

kterĨ nese podobn® znaky s lidskĨmi n§dory a je pro nŊj charakteristick§ rychl§ proliferace (Barakat et 

al., 2015). V t®to studii byl jeden n§dor citlivĨ na adriamycin a dalġ² dva n§dory, kter® na adriamycin 

citliv® nebyly. Vġechny vzorky byly inkubovan® na agaru a pot® k nim byl pŚidanĨ adriamycin, kterĨ 

mŊl vyvolat odchylky bunŊļn®ho cyklu u citliv®ho n§doru. Tyto odchylky byly monitorovan® pomoc² 

prŢtokov® cytometrie. Adriamycin opravdu zpŢsobil odchylky bunŊļn®ho cyklu u citliv®ho n§doru. 

Tyto zmŊny bunŊļn®ho cyklu vyvolan® l®ky jsou z§visl® na d§vce podan®ho l®ku. D§le bylo 

prok§z§no, ģe m²ra citlivosti n§dorŢ na l®ky z§vis² na koncentraci d§vky l®kŢ (Engelholm et al., 1983). 

O tŚi roky pozdŊji publikovala stejn§ vĨzkumn§ skupina vĨzkum, ve kter®m se zabĨvala 

urļen²m chemosenzitivity lidsk®ho malobunŊļn®ho karcinomu plic in vitro. Chemosenzitivita byla 

urļen§ pomoc² prŢtokov® cytometrie na z§kladŊ detekce zmŊn bunŊļn®ho cyklu vyvolanĨch l®ky. 

Uģ v minul® studii tuto metodu popsali jako vhodnou pro odhadov§n² chemosenzitivity lidskĨch 

n§dorŢ. Na rozd²l od klonovac² metody, kter§ byla v t® dobŊ pouģ²van§ pro optimalizaci l®ļby 

n§dorovĨch onemocnŊn², jsou CSRA pomoc² prŢtokov® cytometrie daleko rychlejġ² a spolehlivŊjġ². 

PŚi prov§dŊn² FCCA (ĂFlow Cytometry Chemosensitivity  assayñ) nen² potŚeba ļekat, aģ buŔky 

narostou na m®diu a vĨsledek nen² ovlivnŊn neschopnost² bunŊk na ģivn®m m®diu rŢst (Engelholm et 

al. 1986). 

 Ve sv® studii se zabĨvali t²m, jak vypov²d§ zmŊna bunŊļn®ho cyklu o chemosenzitivitŊ 

n§doru k podan®mu l®ku. Pouģili tŚi n§dory, pŚiļemģ kaģdĨ mŊl jinou citlivost na podan® 

chemoterapeutikum (zde konkr®tnŊ melfalan). N§dory byly nejprve enzymaticky a mechanicky 
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disociovan® do jednobunŊļn® suspenze a pot® inkubovan® s rŢznĨmi d§vkami l®ku. N§slednŊ byly 

pŚendan® na agar a pomoc² prŢtokov® cytometrie byla urļena zmŊna bunŊļn®ho cyklu. Jeden ze tŚ² 

n§dorŢ, kterĨ byl rezistentn² na melfalan, nevykazoval ģ§dn® zmŊny bunŊļn®ho cyklu po pod§n² l®ku. 

U zbylĨch dvou citlivĨch n§dorŢ na melfalan se projevila akumulace bunŊk v S-f§zi v z§vislosti 

na podan® d§vce l®ku. Odchylky od bunŊļn®ho cyklu testovanĨch n§dorŢ korelovaly se senzitivitou 

in vivo. Podle vĨsledkŢ t®to studie vĨzkumn§ skupina oznaļila tuto metodu jako vhodnou 

pro testov§n² citlivosti lidskĨch pevnĨch n§dorŢ (Engelholm et al. 1986). 

4. PŚehled CSRA testŢ pro n§dorov§ onemocnŊn² 

Testy chemosenzitivity a rezistence n§dorŢ umoģŔuj² vĨbŊr vhodn®ho chemoterapeutika 

na z§kladŊ citlivosti konkr®tn²ho n§doru urļen® in vitro, podle n²ģ lze vyhodnotit, zda je rŢst n§doru 

inhibov§n podanĨm l®kem nebo skupinou l®kŢ, ļi jestli podanĨ l®k neovlivŔuje rŢst n§dorovĨch 

bunŊk. D²ky tomu je moģn® individu§lnŊ pŚizpŢsobit l®ļbu a vĨbŊr ¼ļinnĨch l®kŢ konkr®tn²mu 

pacientovi (Schrag et al., 2004). 

4.1. Princip CSRA metody 

CSRA je in vitro laboratorn² analĨza bunŊk vzorku odebran®ho z prim§rn²ho n§doru nebo 

z metastazuj²c²ho n§doru, jej²mģ c²lem je poskytnut² prediktivn² informace o chemosenzitivitŊ nebo 

rezistenci n§dorovĨch bunŊk vŢļi rŢznĨm chemoterapeutickĨm pŚ²pravkŢm (Burstein et al., 2011). 

CSRA lze prov§dŊt rŢznĨmi metodami (viz dalġ² podkapitola), avġak princip testu je vģdy stejnĨ.  

Nejprve je odebr§n vzorek pacientova n§doru. Po ¼spŊġn® izolaci jsou buŔky kultivovan® 

v kultuŚe in vitro, aby byla zachovan§ jejich ģivotnost i mimo pacientovo tŊlo. N§slednŊ jsou buŔky 

rozdŊlen® do nŊkolika vzorkŢ, ke kterĨm jsou pŚidan§ rŢzn§ chemoterapeutika v rŢznĨch 

koncentrac²ch pohybuj²c²ch se v Ś§du 0,1-20 ɛg/ml (Dendy et al., 1970) a jeden vzorek se zachov§v§ 

jako negativn² kontrola, ke kter® se vĨsledky testŢ nakonec vztahuj². Po inkubaci l®kŢ s cytostatikem 

je urļen poļet ģivĨch bunŊk ve vzorku, kterĨ je n§slednŊ porovnanĨ s poļtem ģivĨch bunŊk 

v negativn² kontrole. Rozd²l tŊchto dvou hodnot urļuje citlivost, pŚ²padnŊ rezistenci n§dorovĨch bunŊk 

k podan®mu cytostatiku. Senzitivitu lze tak® urļit pozorov§n²m zmŊny bunŊļn®ho cyklu n§dorovĨch 

bunŊk po pod§n² l®ku (Barlogie et al., 1978). Je nutn® testovat vzorky co nejdŚ²ve po odebr§n² 

a kultivaci, jelikoģ n§dorov® buŔky bĨvaj² heterogenn² a v ļase znaļnŊ promŊnliv®. Je prok§z§no, 

ģe m§ vĨznam prov§dŊt testy chemosenzitivity buŅ na ļerstvŊ odebranĨch vzorc²ch, anebo jejich 

prvn²ch subkultur§ch, kter® narostou na m®diu po prvn²m pas§ģov§n². Pas§ģov§n² se prov§d² 

v momentŊ, kdy buŔky pokryj² cca 70-80 % povrchu kultury. K tomu doch§z² pŚibliģnŊ za 3-5 dn².  

Druh® subkultury uģ vykazuj² znaļnou zmŊnu chemosenzitivity (Berry et al., 1975).   
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4.2. Vyuģit² CSRA testŢ 

Aļkoli by vŊtġina onkologŢ upŚednostŔovala pŚizpŢsoben² l®ļby a volby chemoterapeutik 

individu§ln²m potŚeb§m pacienta, nejsou chemosenzitivn² testy zaŚazeny do celkov® klinick® p®ļe, 

protoģe dosavadn² studie nepodpoŚily zaŚazen² t®to technologie mimo klinickĨ vĨzkum (Galvan, 

2018). DŢvodem je pŚedevġ²m nedostatek prospektivn²ch studi² a mal® mnoģstv² vzorkŢ testovanĨch 

v jednotlivĨch studi²ch. Studie jsou vŊtġinou prov§dŊny na principu porovn§n² pacientŢ, kteŚ² byli 

l®ļeni chemoterapi² zvolenou podle CSRA testŢ, s pacienty, kteŚ² byli l®ļeni podle standardn² l®ļby. 

Nelze ale porovnat, do jak® m²ry by byla l®ļba konkr®tn²ho pacienta ¼spŊġnŊjġ², pokud by byla volena 

podle CSRA testŢ nam²sto standardnŊ volen® l®ļby. Dalġ²m probl®mem je urļen² jasn® definice toho, 

kdy se jedn§ o ¼spŊġnou l®ļbu.  VĨsledky l®ļby jsou mŊŚeny v letech pŚeģit² po l®ļbŊ bez n§vratu 

nemoci, v letech pŚeģit² do relapsu onemocnŊn² a d§le je urļovan§ celkov§ doba pŚeģit². Pacienti jsou 

sledov§ni maxim§lnŊ po dobu 60 mŊs²cŢ od zah§jen² l®ļby, dalġ² mŊs²ce uģ se do statistik nezaŚazuj² 

(Galvan, 2018). 

4.3. Proļ pouģ²vat CSRA testy? 

Vznik a l®ļba n§dorov®ho onemocnŊn² jsou vģdy ovlivnŊny velkĨm mnoģstv²m faktorŢ. 

Pokud m§ bĨt l®ļba ¼spŊġn§, je potŚeba zhodnotit a uv§ģit vġechny tyto faktory souhrnnŊ. V dneġn² 

dobŊ je vyuģ²van§ syst®mov§ chemoterapie n§dorovĨch onemocnŊn², kdy se pro l®ļbu vyuģ²vaj² 

statisticky nej¼spŊġnŊjġ² l®ļebn§ sch®mata vyhodnocen§ klinickĨmi studiemi (Amur et al., 2010).  

 Nejlepġ² volba chemoterapie m§ bĨt tedy ta statisticky nej¼spŊġnŊjġ². KaģdĨ pacient m§ vġak 

individu§ln² genotyp i fenotyp somatickĨch bunŊk i bunŊk n§doru. Mezi pacienty je vysok§ genetick§ 

variabilita v l®ļivo-metabolizuj²c²ch enzymech, transportn²ch syst®mech nebo ve vĨskytu mutac² 

v populaci. To zpŢsobuje rozd²lnou reaktivitu n§dorŢ na cytostatika. NehledŊ na to, ģe pŚi syst®mov® 

terapii jiģ neexistuje standardn² postup jak pokraļovat v l®ļbŊ, pokud je prim§rn² i sekund§rn² l®ļba 

ne¼spŊġn§ (Amur et al., 2010; Hatok et al., 2009). 

Heterogenita n§dorŢ stejn®ho histologick®ho typu v  populaci je znaļnŊ vysok§ a zpŢsobuje 

selh§n² standardn² l®ļby.  N§dory obvykle vykazuj² vysokou heterogenitu i v r§mci jednoho jedince, 

jak v ļase, tak i v prostoru. KaģdĨ n§dor je tvoŚenĨ heterogenn²mi populacemi bunŊk. Tyto jednotliv® 

populace jsou molekul§rnŊ i geneticky odliġn®, coģ znamen§, ģe maj² odliġn® i urļit® molekul§rn² 

vlastnosti. NapŚ²klad rŢzn® ļ§sti n§doru mohou m²t rozd²lnou n§chylnost k apopt·ze nebo proliferaļn² 

aktivitu. Liġit se tak® mohou ve schopnosti tvoŚit metastatick® buŔky ļi v citlivosti k terapii. 

S vysokou heterogenitou n§doru vzrŢst§ tedy i jeho odolnost vŢļi standardn² l®ļbŊ. Z tohoto dŢvodu 

mus² bĨt proveden odbŊr vzorkŢ z v²ce m²st, kter® mus² bĨt n§slednŊ vyhodnoceny pomoc² CSRA 

testŢ, abychom mohli z²skat celkovĨ profil chemosenzitivity a rezistence n§doru (Dagogo-Jack and 

Shaw, 2018; Meacham and Morrison, 2013; Medenica and Powell, 1995).  
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Podle Roberta Holloway M. D. je zpŢsob vĨbŊru l®ļby na z§kladŊ experiment§ln²ho CSRA 

testu velice pŚ²nosnĨ v situac²ch, kdy neexistuje standardizovan§ l®ļba (Jenks, 2012). PŚi relativnŊ 

vysok®m procentu pŚesnosti vĨsledkŢ, kter® potvrzuj² mnoh® studie, je nespornou vĨhodou CSRA 

jejich rychlost, kdy je moģn® zn§t vĨsledky testŢ uģ za 2-4 dny, a jejich relativn² n²zkon§kladovost. 

Zaveden²m CSRA testŢ do bŊģn® klinick® praxe bychom mohli zvĨġit ¼ļinnost n§dorov® 

terapie s minim§ln²m zat²ģen²m pacienta, jelikoģ jsme schopni z vĨsledkŢ tŊchto testŢ urļit citlivost 

a rezistenci n§dorovĨch bunŊk vŢļi cytostatikŢm v cel®m prŢbŊhu onemocnŊn². Charakter n§doru 

a jeho citlivost se s postupem ļasu ļi zmŊnou jeho lokace mŊn². D²ky tŊmto testŢm mŢģeme pro l®ļbu 

vybrat kombinaci nej¼ļinnŊjġ²ch cytostatik a zabr§nit tak vystaven² pacienta cytostatikŢm ne¼ļinnĨm 

(Michalov§ et al., 2008). 

Velkou vĨhodou CSRA testŢ je vysok§ pravdŊpodobnost urļen² rezistence n§doru k podanĨm 

cytostatikŢm. Rezistenci lze podle nŊkterĨch studi² urļit s 80-100% ¼spŊġnost² (Volm and Efferth, 

2015). Na rozd²l od senzitivity n§doru se vĨsledky in vitro shoduj² s chov§n²m bunŊk in vivo. Pokud 

tedy urļ²me rezistenci in vitro, d§ se pŚedpokl§dat stejn§ rezistence in vivo.  

4.4. Proļ nepouģ²vat CSRA testy? 

4.4.1. Rozd²lnost senzitivity urļen® in vitro a in vivo 

Citlivost n§dorovĨch bunŊk na podanĨ l®k urļen§ testov§n²m in vitro neodpov²d§ zcela 

citlivosti, kterou ke stejnĨm l®kŢm vykazuj² buŔky in vivo. Pomoc² CSRA nelze citlivost n§doru vŢļi 

chemoterapeutikŢm urļit se 100% pravdŊpodobnost² (Volm and Efferth, 2015). N§dorov® onemocnŊn² 

je komplexn² dŊj zahrnuj²c² proliferaci bunŊk, apopt·zu ļi reakci bunŊk imunitn²ho syst®mu pacienta 

a jeho l®ļbu nelze omezit pouze na bunŊļnou nebo populaļn² ¼roveŔ. U n§dorovĨch bunŊk 

v nefyziologick®m prostŚed² mŢģe doch§zet ke zmŊnŊ morfologie, rŢstovĨch faktorŢ ļi genov® exprese 

(Tal§ļ et. al. 2000).  

 DŢvodem je pŚedevġ²m to, ģe nejsme schopni v laboratorn²ch podm²nk§ch nasimulovat pŚesn® 

podm²nky prostŚed², ve kter®m jsou buŔky v pacientovŊ tŊle. Pokud buŔky kultivujeme in vitro, nejsou 

v kontaktu s okoln²mi buŔkami, neovlivŔuj² je metabolick® procesy a nenach§zej² se ve fyziologick®m 

prostŚed², coģ zpŢsobuje, ģe se chovaj² jinak, neģ v podm²nk§ch in vivo (Tal§ļ et. al., 2000). N§dorov® 

buŔky v pevnĨch n§dorech in vivo jsou v hypoxick®m stavu, kterĨ zpŢsobuje rezistenci vŢļi 

chemoterapeutick® l®ļbŊ. Stejn® buŔky in vitro rezistentn² bĨt nemusej². Chemoterapeutika vŊtġinou 

funguj² proti rychle proliferuj²c²m l§tk§m. S hypoxi² je vġak spojenĨ i nedostatek gluk·zy. Hypoxie 

a hypoglyk®mie pro buŔku znamenaj² zastaven² nebo zpomalen² bunŊļn®ho cyklu, coģ je zpŢsobeno 

specifickĨmi proteiny, kter® jsou indukov§ny za hypoxickĨch podm²nek. T²m p§dem na hypoxick® 

buŔky in vivo nefunguj² chemoterapeutick® l®ky (J. M. Brown 1999). StejnŊ tak jako hyperglyk®mie 

zpŢsobuje zvĨġenou rezistenci n§dorovĨch bunŊk (Litchfield et al., 2015). Dalġ²mi dŢvody, proļ 

hypoxie zpŢsobuje rezistenci n§doru na l®ky, jsou rozd²ly koncentraļn²ch a pH gradientŢ a produkce 
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stresovĨch hypoxickĨch proteinŢ (Brown, 1999).  L®ky, kter® se v podm²nk§ch in vitro jev² jako 

¼ļinn®, nemus² fungovat v lidsk®m tŊle. MŢģe to tak® zpŢsobit ġpatn§ vstŚebatelnost l®kŢ, kter§ nelze 

zjistit v in vitro podm²nk§ch, nebo to mŢģe bĨt zpŢsobeno degradac² l®kŢ prostŚednictv²m rŢznĨch 

metabolickĨch reakc² (Lynne, 2018). 

4.4.2. Nedostateļn® vĨsledky a neobjektivnost CSRA studi² 

V publikovanĨch studi²ch o CSRA nen² dostatek informac² o tom, do jak® m²ry ovlivŔuj² 

vĨsledky CSRA testŢ vĨbŊr chemoterapeutick®ho pŚ²pravku pro l®ļbu. Je dŢleģit® posoudit, jak ļasto 

proveden² CSRA znamen§ pro pacienta rozd²lnĨ vĨbŊr vhodnĨch chemoterapeutik, oproti situaci, kdy 

by CSRA proveden nebyl. Ļasto je kombinace l®kŢ doporuļenĨch na z§kladŊ vĨsledkŢ CSRA stejn§, 

jako je kombinace l®kŢ, kter§ by byla vybr§na bez prov§dŊn² testŢ. VĨsledky CSRA v 80-90 % 

(Huang et al., 2007) vych§z² v souladu s doporuļen²m standardn² klinick® l®ļby, jelikoģ pr§vŊ ta je 

statisticky nej¼spŊġnŊjġ². V tomto pŚ²padŊ je CSRA vĨhodn§ pouze v momentŊ, kdy je potŚeba se 

rozhodnout pro jednu z v²ce moģnost² standardn² l®ļby. Z tohoto dŢvodu nejsou CSRA testy 

povaģovan® za dostateļnŊ pŚ²nosn® (Cortazar and Johnson, 1999; Schrag et al., 2004). Dostupn® studie 

tak® mnohdy nemaj² spr§vnou vypov²daj²c² hodnotu, protoģe jsou ovlivnŊn® rŢznĨmi faktory. 

Setk§v§me se s probl®my, jako je napŚ. neschopnost n§dorovĨch vzorkŢ rŢst na ģivn®m m®diu, 

pŚedļasn® ¼mrt² pacientŢ pŚed dokonļen²m studie, omezov§n² vĨbŊru pacientŢ pro studie podle 

zvolenĨch krit®ri² a podobnŊ. Studie bĨvaj² ovlivnŊny nen§hodnĨm vĨbŊrem pacientŢ, u kterĨch bude 

vyuģit§ metoda CSRA. Tito pacienti mus² m²t n§dory, kter® mohou bĨt odebran® biopsi², punkc² nebo 

jinĨmi metodami, ļ²mģ se vĨbŊr st§v§ nen§hodnĨm a ovlivŔuje tak objektivitu testŢ (Schrag et al., 

2004). 

4.4.3. Standardizace CSRA studi² 

Zakladatelka neziskov® organizace pro pacientky s rakovinou vajeļn²kŢ Laura Shawver tvrd², 

ģe klinick® CSRA testy by mŊly bĨt v²ce standardizovan®, jelikoģ kaģd§ laboratoŚ mŢģe pouģ²vat 

odliġnou metodu testov§n² (Jenks, 2012). Pokud nejsou studie spr§vnŊ standardizovan®, nelze podle 

nich jednoznaļnŊ urļit, zda je novĨ zpŢsob l®ļby vĨhodnŊjġ², neģ ten pŢvodn². Probl®mem tŊchto 

studi² je jejich nedŢkladn§ pŚ²prava. Chyby vŊtġinou zaļ²naj² uģ v samotn®m n§vrhu studie, kdy bĨv§ 

ġpatnŊ zvolenĨ srovn§vac² parametr. Nedostaļuj²c² bĨv§ tak® velikost testovac²ho souboru, tedy poļet 

pacientŢ ¼ļastn²c²ch se studie. To bĨv§ zpŢsoben® n§borem mal®ho mnoģstv² pacientŢ do studie, nebo 

i vyŚazov§n²m starĨch nemocnĨch nebo jinak zdravotnŊ indisponovanĨch pacientŢ. Srovn§v§n² 

malĨch testovanĨch skupin jsou statisticky nevĨznamn§. NehledŊ na to, ģe zdravotn² indispozice 

pacientŢ je v klinick® praxi velmi ļast§, a proto by i tento vliv mŊl bĨt zahrnutĨ do studi². D§le ļasto 

doch§z² k pŚedbŊģn®mu ukonļov§n² studi² na z§kladŊ prŢbŊģnĨch analĨz, pŚi kterĨch jsou odhaleny 

neoļek§van® neģ§douc² ¼ļinky nebo naopak doch§z² k vĨrazn®mu zlepġen² kvality ģivota pacienta. 

Takto pŚedļasnŊ ukonļen® studie ale nemaj² ģ§dnou vypov²daj²c² hodnotu (NovotnĨ and Petruģelka, 

2005). 
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4.5. Metodick® pŚ²stupy 

4.5.1. Metody prov§dŊn® in vivo 

In vivo CSRA spoļ²vaj² v urļov§n² chemosenzitivity pomoc² modelovĨch zv²Śat nesouc²ch 

vzorek lidsk®ho n§doru, xenoimplant§tu (Ăpatient derived xenograftsñ ï PDX). Jako zv²Śec² model se 

nejļastŊji vyuģ²v§ imunodeficitn² myġ. N§dorov® buŔky se do myġi zav§d² buŅ intraven·znŊ nebo 

pomoc² fragmentu zaveden®ho do tuku ml®ļn® ģl§zy ļi subren§ln² kapsule. D§le se vyuģ²v§ 

intraperitone§ln², intrahepatick§ nebo intrakardi§ln² injekce. V prŢbŊhu l®ļby je sledovanĨ rŢst n§doru, 

jeho um²stŊn², objem a prŢmŊr (Price, 1996). Myġ²m jsou pod§van® rŢzn® l®ky. N§slednŊ, podle jejich 

reakc² na podan® l®ky, je vybranĨ vhodnĨ terapeutickĨ reģim pro konkr®tn²ho pacienta. Vyuģit² in vivo 

CSRA testŢ eliminuje zmŊny chov§n² bunŊk pŊstovanĨch v in vitro kultur§ch (Lai et al., 2017). Jejich 

nevĨhodou je vġak velk§ ļasov§ n§roļnost, kdy je moģn® dostat vĨsledky aģ za 1 aģ 4 mŊs²ce (Morton 

and Houghton, 2007). SRCA (ĂSubrenal capsule assayñ) funguje na principu vloģen² lidskĨch 

n§dorovĨch bunŊk do subren§ln²ho pouzdra myġi, v n²ģ samotn® testov§n² prob²h§ (Stratton, 1987). 

VĨhodou metody je, ģe implant§ty zachov§vaj² hlavn² genetick® a histologick® charakteristiky 

pŢvodn²ho n§doru a zŢst§vaj² stabiln² i po nŊkolika pas§ģov§n²ch (Hidalgo et al., 2014).  

4.5.2. Metody prov§dŊn® ex vivo 

ĂCirculatin g tumor cellsñ - CTCs  

Jedn§ se o metodu, pŚi kter® jsou izolovan® n§dorov® buŔky, kter® jsou pŚ²tomn® v perifern² krvi 

pacientŢ s pevnĨmi n§dory. Tyto buŔky jsou kultivovan® ex vivo a n§slednŊ pozorujeme, jak se mŊn² 

citlivost bunŊk vŢļi l®kŢm u jednotlivĨch pacientŢ. Podle genotypu a funkļn² charakteristiky bunŊk je 

volena vhodn§ l®ļba. VĨhodou t®to metody je moģnost sledovat mutaļn² procesy prim§rn²ho n§doru. 

NevĨhodou je naopak n§roļnost samotn® izolace ģivĨch bunŊk (Yu et al., 2014). 

4.5.3. Metody prov§dŊn® in vitro 

Metody prov§dŊn® in vitro se oproti metod§m in vivo liġ² v mnoha faktorech. Metody in vitro 

jsou znatelnŊ rychlejġ², vĨsledky lze z²skat nŊkdy i za p§r hodin. D§le nejsou tolik n§roļn® na materi§l 

a na modelov® organismy a daj² se vyhodnocovat podle rŢznĨch parametrŢ. NevĨhodou ale mŢģe bĨt 

nedostateļn§ absorpce l®ļiva nebo distribuce l®ļiva do n§doru neodpov²daj²c² in vivo podm²nk§m 

zpŢsoben§ ztr§tou vaskularizace nebo jej²m poġkozen²m, detoxikace l®kŢ metabolickĨmi dr§hami, 

ļi odliġnĨ rŢst n§dorŢ in vitro a in vivo (Clarke, 1996). 

4.5.3.1. Klonovac² a proliferaļn² testy 

Klonovac² metody jsou zaloģeny na principu kultivace n§dorovĨch bunŊk na ģivn®m m®diu 

s rŢznĨmi cytostatiky. Po nŊkolika tĨdnech jsou porovn§ny poļty bunŊk v testovanĨch vzorc²ch 

s poļty bunŊk v kontroln²ch vzorc²ch a podle rozd²lu tŊchto dvou ļ²sel je urļena senzitivita, pŚ²padnŊ 

rezistence n§doru k testovan®mu l®ku. NevĨhodou tŊchto metod je potŚeba n§dorovĨch bunŊk 
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v jednobunŊļn® suspenzi. K zajiġtŊn² vypov²daj²c² hodnoty testu a moģnosti testov§n² rŢznĨch l®kŢ 

v rŢznĨch koncentrac²ch je potŚeba velk® mnoģstv² bunŊk, kter® mus² bĨt schopn® rŢst na agarov®m 

m®diu.  

ĂHuman tumor colony assayñ (HTCA ), ĂCapillary cloning syst®mñ (CCS), ĂThymidine 

incorporation assayñ (TIA ), ĂDiferential staining cytotoxicity assayñ (DiSC) 

Vġechny tyto metody funguj² na stejn®m principu. Kultivace bunŊk s rŢznĨmi l®ky in vitro 

trv§ 2-3 tĨdny.  TIA testy vykazuj² korelaci in vitro s in vivo odpovŊŅmi v 88 % pro rezistenci n§dorŢ 

a ve 44 % pro senzitivitu (Tanigawa et al. 1993). Klinick® korelace mezi in vitro chemosenzitivitou 

a in vivo reakc² na l®ļbu je HTCA ¼spŊġn§ v 71 % pro urļen² senzitivity a v 91 % pro urļen² rezistence 

(Salmon, 1984; Tanigawa et al., 1993). NevĨhodou tŊchto testŢ je jejich ļasov§ n§roļnost. Ļasto tak® 

doch§z² k vyhodnocen² faleġnŊ pozitivn²ch vĨsledkŢ, protoģe je citlivost bunŊk posuzov§na podle 

inhibice rŢstu. Ta ovġem nemus² bĨt zpŢsobena jen cytostatiky a nemus² znamenat smrt buŔky. 

Metoda DiSC se liġ² od pŚedchoz²ch metod v dobŊ inkubace i ve vyhodnocen² senzitivity. PŚi testov§n² 

touto metodou jsou buŔky inkubovan® jen po dobu 4-6 dn². Potom je pŚid§na barva fastgreen, kter§ 

barv² jen mrtv® buŔky. Citlivost je urļena podle pomŊru mrtvĨch bunŊk k celkov®mu poļtu bunŊk. 

Tento test je vĨraznŊ kratġ² neģ pŚedchoz² a mŢģe bĨt vyuģit pro vŊtġinu n§dorŢ, ale je pracnĨ 

a vyhodnocov§n² testŢ mŢģe bĨt subjektivn² (Weisenthal et al., 1983). 

 ĂCollagen gel droplet-embedded culture-drug sensitivityñ test (CD-DST) 

Suspenze n§dorovĨch bunŊk je pŚid§na k neutralizovan®mu roztoku kolagenu, ze kter®ho 

vzniknou gelov® kapiļky. V kaģd® kapce je pŚibliģnŊ 3*10
3
 bunŊk. Po sedmidenn² inkubaci s l®ky 

se kolonie n§dorovĨch bunŊk v kapk§ch kolagenov®ho gelu barv² neutr§ln²m ļervenĨm roztokem 

po dobu 2 hodin. Ģiv® buŔky jsou kvantifikovan® obrazovou analĨzou, ze kter® je urļena proliferace 

bunŊk v kapce oġetŚen® konkr®tn²m l®kem (Tanioka et al., 2010). Byla prok§zan§ 80% klinick§ 

korelace pŚi urļov§n² senzitivity n§dorŢ a 100% korelace pŚi urļov§n² rezistence n§dorŢ (Kobayashi et 

al., 1997). Tato metoda m§ vysokou ¼spŊġnost, vyģaduje malĨ poļet bunŊk, eliminuje kontaminaci 

pomoc² fibroblastŢ, zachov§v§ pŢvodn² rŢstov® charakteristiky, umoģŔuje vyhodnocen² pomoc² 

fyziologickĨch koncentrac² l®ļiv (Tozuka et al., 2013), je velmi jednoduch§ a relativnŊ rychl§ 

(Kobayashi, 2005). 

4.5.3.2. Metody zaloģen® na detekci metabolick® aktivity bunŊk ï jednobunŊļn® kultury  

ĂMethyl thiazoyl-diphenyl-tetrazolium bromideñ (MTT ), WST-1, ĂSuccinate dehydrogenase 

inhibitionñ (SDI), Trypanov§ modŚ 

Jedn§ se o kolorimetrickĨ test mŊŚ²c² metabolickou aktivitu bunŊk v kultuŚe, ģivotnost bunŊk 

a cytotoxicitu. BunŊļn§ suspenze n§dorovĨch bunŊk je kultivov§na s rŢznĨmi chemoterapeutiky 

po dobu ļtyŚ dn². Pot® je pŚid§n methyl thiazolyl-difenyl-tetrazolium bromid nebo WST-1, coģ jsou 

tetrazoliov® soli, d²ky kterĨm lze detekovat aktivitu mitochondri§ln² dehydrogen§zy. Metabolicky 

aktivn² buŔky pŚemŊn² ve vodŊ rozpustnou tetrazoliovou sŢl na ve vodŊ nerozpustnĨ fialovĨ 
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formanzan (Ahmadian et al., 2009; Kimura et al., 1992). Po pŚid§n² tropanov® modŚi jsou mrtv® buŔky 

obarven® sytŊ modrou barvou. Ģiv® buŔky nemohou bĨt obarven®, protoģe vyluļuj² ze sv® cytoplasmy 

barvivo pomoc² ABC transport®rŢ (Allison and Ridolpho, 1980; Strober, 2001). Podle intenzity 

zbarven² je moģn® vizu§lnŊ ļi pomoc² spektrofotometrie urļit ģivotnost bunŊk podle m²ry metabolick® 

aktivity buŔky, a t²m i citlivost n§doru k podanĨm l®kŢm (Ahmadian et al., 2009; Kimura et al., 1992).  

Bioluminiscence adenosin trifosf§tu (ATP) 

Tento test vyuģ²v§ k urļen² ģivotnĨch bunŊk mnoģstv² ATP ve vzorku lyzovanĨch bunŊk 

oġetŚenĨch chemoterapeutiky.  Toto mnoģstv² je zmŊŚen® pŚid§n²m luciferinu. N²zk§ koncentrace ATP 

se projevuje n²zkou luminiscenc². V dneġn² dobŊ nen² vġak pŚ²liġ vyuģ²van§ kvŢli sv® nepŚesnosti. 

VelkĨm probl®mem je degradace ATP bunŊļnĨmi ATP§zami po lyzov§n² buŔky (Yu et al., 2017).  

ĂChemoFX Assayñ 

Tento test je zaloģen na rŢstu a kr§tkodob® prim§rn² kultivaci epiteli§ln²ch bunŊk z²skanĨch 

resekc² pevnĨch n§dorŢ. Ļ§st n§doru odebran®ho pacientovi je mechanicky disociovan§ a kultivovan§ 

v kultivaļn²ch baŔk§ch, dokud nepokryj² t®mŊŚ cel® dno n§doby. Pot® jsou prim§rn² kultury 

naoļkovan® do mikrotitraļn²ch destiļek a vystavovan® rostouc²m d§vk§m vybranĨch chemoterapeutik.  

N§slednŊ je urļenĨ poļet ģivĨch bunŊk pomoc² automatizovan®ho cell-counteru. VĨsledn® poļty 

bunŊk v oġetŚenĨch vzorc²ch se porovnaj² s poļty ģivĨch bunŊk v neoġetŚenĨch kontroln²ch vzorc²ch. 

Na z§kladŊ vĨsledkŢ se pro kaģdĨ vzorek vytvoŚ² kŚivka z§vislosti ¼ļinku kaģd®ho chemoterapeutika 

na d§vce. Nakonec je u kaģd®ho podan®ho l®ku urļen§ odpovŊŅ n§doru na podanou l®ļbu (Brower et 

al., 2008; Ochs et al., 2005). 

 

Obr. 5.: KŚivka z§vislosti ¼ļinku na d§vce. (Holford, 2018) 
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ĂExtreme drug resistance assayñ (EDRA) 

BuŔky jsou vystaven® extr®mnŊ vysokĨm d§vk§m chemoterapeutik, tzn. vŊtġ²m, neģ je 

maxim§ln² tolerovan§ d§vka po dobu 5 dnŢ. VĨsledky bĨvaj² klinikŢm dostupn® po 5 aģ 10 dnech. 

Test slouģ² k urļen² pouze rezistence in vitro, nikoli senzitivity. Rezistence koreluje s odpovŊd² in vivo 

v 99,2 %  (Joo et al., 2009). 

4.5.3.3. Metody zaloģen® na detekci metabolick® aktivity bunŊk- 3D kultury  

ĂHistoculture drug response assayñ (HDRA) 

HDRA vyuģ²v§ trojrozmŊrn® fragmenty rakovinnĨch tk§n² vġech typŢ pevnĨch n§dorŢ. D²ky 

tomu lze vyhodnocovat bunŊļnou odpovŊŅ na l®ky v podm²nk§ch podobnĨch in vivo, jelikoģ buŔky 

udrģuj² intercelul§rn² kontakt. ĻerstvŊ odebran® chirurgick® vzorky se naŚeģou na 1-2 mm
3
 kusy 

a nanesou se na ģelatinovou kulturu napuġtŊnou kultivaļn²m mediem obsahuj²c²m testovan® l®ļivo. 

Pot® se nechaj² inkubovat po dobu 7 dn² a n§slednŊ je urļena ģivotnost pomoc² MTT testu. Z tohoto 

dŢvodu lze povaģovat m²ru ¼spŊġn® predikce za vysokou (92,1% korelace mezi klinickou odpovŊd² 

a vĨsledkem testu (Furukawa et al., 1995)) (Hoffman and Vescio, 2018; Ohie et al., 2005). 

ĂFluorescent cytoprint assayñ - FCA 

Vzorky n§doru, kter® jsou rozŚez§ny na kousky, jsou udrģovan® v kolagenu v prŢbŊhu 

vystaven² chemoterapeutickĨm l®kŢm. Po inkubaci je pŚidan§ fluorescenļn² barva. BuŔky jsou 

n§slednŊ vizualizovan® pomoc² otisku (Meitner, 1991). 

4.5.3.4. Metody na molekul§rn² ¼rovni 

Tyto testy funguj² na ¼rovni detekce exprese genŢ nebo proteinŢ ovlivŔuj²c²ch citlivost 

ļi rezistenci bunŊk vŢļi l®kŢm. MŊŚen§ je pŚedevġ²m exprese p-glykoproteinŢ, kter§ se sniģuje 

se zvyġuj²c² se koncentrac² l®ku v buŔk§ch, d§le zmŊny bunŊļnĨch proteinŢ, zmŊny v expresi molekul 

pod²lej²c²ch se na opravŊ DNA, aktivace onkogenŢ, exprese rŢstovĨch faktorŢ, regul§torŢ apopt·zy 

a kontroln²ch bodŢ bunŊļn®ho cyklu. Mezi hlavn² metody patŚ² FCCA, Western_bloting 

imunohistochemie, indukce apopt·zy pomoc² testu DNA dif¼ze, TUNEL assay a PARP assay 

(Blumenthal and Goldenberg, 2007). 

ĂFlow cytometric chemosensitivity assayñ (FCCA) 

FCCA testy se prov§d² na buŔk§ch v suspenzi, kterĨm je po inkubaci s l®ļivem mŊŚen§ 

kinetika bunŊļn®ho cyklu, a t²m p§dem i jejich ģivotnost (Kubota et al., 1992). 
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5. FCCA 

5.1. Metodika proveden² chemosenzitivn²ch testŢ pomoc² prŢtokov® cytometrie 

Ze vzorku n§doru odebran®ho pacientovi je pŚipraven§ bunŊļn§ suspenze pomoc² mechanick® 

nebo enzymatick® disociace tk§nŊ (Schinkºthe, 2008), ve kter® je pot® urļenĨ poļet ģivotaschopnĨch 

bunŊk pomoc² prŢtokov® cytometrie. Suspenze se potom naŚed² tak, aby obsahovala poļet 

ģivotaschopnĨch bunŊk na poģadovan® ¼rovni. N§slednŊ je rozdŊlen§ na poģadovanĨ poļet vzorkŢ, 

kterĨ se rovn§ poļtu testovanĨch l®ļiv a jejich kombinac² plus dva vzorky na negativn² a pozitivn² 

kontrolu. Do kaģd®ho vzorku je pŚidanĨ l®k, na kterĨ chceme zn§t bunŊļnou odpovŊŅ. Negativn² 

kontrola obsahuje pouze bunŊļnou suspenzi a slouģ² jako kontrola spr§vn® kultivace. V pozitivn² 

kontrole je bunŊļn§ suspenze a cytotoxick§ l§tka. Vġechny tyto vzorky vļetnŊ obou kontrol jsou pot® 

inkubovan® (Medenica and Powell, 1995).  

Potom se obsah zkumavek obarv² DNA interkalaļn²mi barvami, kter® obarv² DNA mrtvĨch 

bunŊk. PrŢtokovĨm cytometrem lze urļit poļet mrtvĨch ļi ģivotaschopnĨch bunŊk, coģ vypov²d§ 

o ¼ļinku cytostatik na buŔky a jejich senzitivitŊ. Chemosenzitivita n§dorovĨch bunŊk vŢļi testovanĨm 

l®kŢm je potom urļen§ porovn§n²m ģivotnosti bunŊk ve vzorku s danĨm l®kem vŢļi vzorku negativn² 

kontroly.  Lze tak z²skat pŚesnou odpovŊŅ o chemosenzitivitŊ ļi rezistenci n§dorovĨch bunŊk vŢļi 

chemoterapeutikŢm bŊhem 48-96 hodin od doby, kdy byl vzorek n§doru odebranĨ pacientovi 

(Medenica and Powell, 1995).  

N§sleduj²c² bodov® diagramy (B-E) zn§zorŔuj² ¼bytek ģivĨch bunŊk bŊhem ļtyŚdenn² 

kultivace n§dorovĨch bunŊk s fludarabinem. Ģiv® buŔky jsou ohraniļen® ļtvercem. BuŔky 

kultivovan® po dobu 4 dn² bez chemoterapeutika (negativn² kontrola) jsou zobrazen® na diagramu A. 

  

 

 

 

Obr. 6.: Bodov® diagramy cytometrick® analĨzy. (Schinkºthe, 2008) 

PŚi pouģit² automatizovan® prŢtokov® cytometrie  mŢģe bĨt vyhodnocen® nŊkolik stovek 

aģ tis²cŢ l®kŢ a jejich kombinac².  UmoģŔuje tak®, oproti jinĨm CSRA, zkr§tit dobu inkubace 

s cytotoxickĨmi l®ky a t²m zajiġŠuje zachov§n² vlastnost² bunŊk, kter® se s prodluģuj²c² dobou mimo 

lidsk® tŊlo zaļ²naj² ztr§cet (Ballesteros, 2010). BuŔky in vitro se pŚizpŢsobuj² novĨm podm²nk§m, 

protoģe ztr§c² kontakt s extracelul§rn² matrix. Ta pŚitom ovlivŔuje Śadu aspektŢ jako je homeost§za, 

morfogeneze, diferenciace kmenovĨch bunŊk, vĨvoj a prŢbŊh onemocnŊn² (Abdeen et al., 2016). D²ky 

kr§tk® dobŊ inkubace je tak® moģn® vyhodnotit testy jeġtŊ pŚed zah§jen²m l®ļby (Ballesteros, 2010).  
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5.1.1. Postup 

Pro tento test lze pouģ²t vzorky z jak®hokoliv typu n§doru. Lze ho prov§dŊt na pevnĨch 

n§dorech z²skanĨch chirurgickĨm z§krokem nebo biopsi², z ascitick® tekutiny, aspir§tu kostn² dŚenŊ, 

pleur§ln² tekutiny a podobnŊ (Hofmann et al., 1984). D§le je moģn® vyuģ²t tzv. tekutou biopsii (Ăfine 

needle aspiration biopsyñ ï FNAB) T²m je moģn® rozpoznat n§dorov® onemocnŊn² v ļasnĨch f§z²ch 

a sledovat l®ļebnou odpovŊŅ po celou dobu l®ļby. Jej² vĨhodou je, ģe je daleko ġetrnŊjġ², neģ jin® 

druhy odbŊrovĨch metod, d§le umoģŔuje komplexnŊjġ² pŚ²stup k l®ļbŊ, protoģe n§m d§v§ moģnost 

z²skat informace o charakteru cel®ho heterogenn²ho n§doru (Kubaczkov§ et al., 2017).  

Po odebr§n² se n§dor um²st² do transportn²ho m®dia. Pevn® n§dory se nejprve mechanicky 

nebo enzymaticky disociuj². Po disociaci n§doru se mal® kousky um²st² do homogeniz®ru. 

Ke vzorkŢm se pŚid§ 5 ml transportn²ho m®dia a ty se pot® homogenizuj².  Supernatant se odpipetuje 

a buŔky jsou suspendov§ny v kultivaļn²m m®diu. T²m je n§dorov§ tk§Ŕ pŚeveden§ na  jednobunŊļnou 

suspenzi. BunŊļn§ suspenze by mŊla obsahovat 10
5
-10

6 
bunŊk v 1 ml. Vzorek o objemu 1 ml by mŊl 

obsahovat 0,15-0,2 ml bunŊļn® suspenze (Huang et al., 2007). Pot® se do jedn® ļist® zkumavky pŚid§ 

dobŚe prom²chan§ bunŊļn§ suspenze se 0,4% barvivem Trypan Blue (pŚ²padnŊ MTT) a kultivaļn²m 

m®diem v pomŊru 1:2:7. Vġe se prom²ch§ a vloģ² do cytometru. T²m se zjist² procento ģivotnĨch 

bunŊk v suspenzi, kter§ se n§slednŊ naŚed² podle toho, na jakĨ pod²l ģivotnĨch bunŊk jsou l®ky 

pŚipraveny. Procento ģivotaschopnĨch bunŊk se urļ² jako pomŊr ģivotaschopnĨch bunŊk k celkov®mu 

poļtu bunŊk x100% (Medenica and Powell, 1995).   

Pokud je v pŚ²tomn®m vzorku koncentrace vŊtġ², neģ na jakou jsou l®ky pŚipraven®, mŊla 

by bĨt suspenze naŚedŊna kultivaļn²m mediem na poģadovanou koncentraci. Pokud je ve vzorku 

koncentrace ģivotaschopnĨch bunŊk niģġ² neģ poģadovan§ koncentrace, je potŚeba naŚedit pod§van® 

l®ky tak, aby odpov²dali bunŊļn® koncentraci. L®ky se pod§vaj² v koncentrac²ch 0,01ɛg/ml -1 mg/ml. 

Toto ŚedŊn² se prov§d² pŚid§n²m vŊtġ²ho mnoģstv² bunŊļn® suspenze. Do zkumavek se pŚid§v§ 1 ml 

bunŊļn® suspenze pro kaģdou Ś§dovou hodnotu, menġ² neģ je poģadovan§ hodnota (Medenica and 

Powell, 1995). 

Do steriln²ch mikrotitraļn²ch destiļek se napipetuje bunŊļn§ suspenze a kultivaļn² m®dium 

v pomŊru 2:8. To bude slouģit jako negativn² kontrola. Dalġ² steriln² mikrotitraļn² destiļky jsou 

oznaļen® pro jednotliv§ l®ļiva, kter§ budou pŚi testov§n² pouģita. Posledn² je oznaļen§ jako pozitivn² 

kontrola, kter§ obsahuje cytotoxick® ļinidlo (napŚ. toxalbumin) nebo sŢl, kter§ zab²j² buŔky zmŊnou 

osmotick®ho tlaku (Schinkºthe, 2008), kultivaļn² medium a bunŊļnou suspenzi v pomŊru 1:7:2. 

Jednotliv® mikrotitraļn² destiļky se napln² roztokem l®ļiva, kultivaļn²m m®diem a bunŊļnou suspenz² 

v t®mģe pomŊru. Vġechny vzorky jsou n§slednŊ inkubovan® po dobu 48 hod pŚi 37ÁC s 5% CO2  

(Medenica and Powell, 1995). 
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Po inkubaci jsou zkumavky centrifugovan® pŚi vysokĨch ot§ļk§ch po dobu 3 min. Supernatant 

je odpipetov§n a pelet je n§slednŊ suspendov§n. Do kaģd®ho vzorku s l®ļivy a kontroln²ho vzorku 

s fluorescenļn²mi protil§tkami je pŚid§no interkalaļn²  barvivo - napŚ²klad propidiumjodid, DAPI, 

DRAQ7, 7-AAD nebo TO-PRO-3. Tyto interkalaļn² barvy obarv² DNA tŊch bunŊk, u kterĨch doġlo 

k poruġen² integrity membr§ny, to znamen§ u mrtvĨch bunŊk. Asi 10 min po pŚid§n² barviva mohou 

bĨt vġechny zkumavky promŊŚeny na prŢtokov®m cytometru a n§slednŊ je urļena ģivotnost bunŊk 

ve vzorc²ch. (Davies, 2015).  

Vzorky jsou zmŊŚen® prŢtokovĨm cytometrem. Nejprve je vygenerovanĨ bodovĨ diagram 

ze vzorku negativn² kontroly, podle kter®ho jsou upraven® kontroln² body tak, aby pozice hlavn² 

bunŊļn® populace byla ve stŚedu diagramu. Pot® jsou pŚid§v§na data z kaģd®ho vzorku obsahuj²c²ho 

l®ļiva. KaģdĨ vzorek obsahuj²c² l®ļiva je porovn§n s negativn² kontrolou. Na analĨzu procentu§ln² 

ģivotnosti bunŊk v jednotlivĨch vzorc²ch se pouģije software pro analĨzu prŢtokov® cytometrie. 

NamŊŚen® hodnoty se n§slednŊ sep²ġ² do tabulky (Schinkºthe, 2008). 

Pokud je mrtvĨch bunŊk v²ce neģ 75 %, lze buŔky oznaļit jako vysoce citliv® k dan®mu l®ku. 

Jestliģe se poļet mrtvĨch bunŊk pohybuje nŊkde mezi 75-30 %, povaģujeme to za stŚedn² citlivost 

n§dorovĨch bunŊk k l®ku. N²zk§ citlivost se uv§d², pokud se procento mrtvĨch bunŊk pohybuje mezi 

15-30 %. Pokud je mrtvĨch bunŊk m®nŊ neģ 15 %, mluv²me jiģ o rezistenci bunŊk k dan®mu l®ku 

(Medenica and Powell, 1995). 

Podle vĨsledkŢ FCCA je volen v klinickĨch vĨzkumech l®ļebnĨ reģim testovan®ho pacienta. 

Je nutn® pouģ²vat v in vitro testech takov® koncentrace, kter® jsou dosaģiteln® v d§vk§ch in vivo 

v klinick® praxi. U kaģd®ho l®ku je uvedena hodnota Cmax, kter§ urļuje maxim§ln² koncentraci l®ku 

v plazmŊ.  Je to ¼daj o nejvyġġ² koncentraci, kter® mŢģe bĨt pacient vystaven bŊhem l®ļby a z§roveŔ je 

povaģov§na za nejvyġġ² koncentraci l®ļiva, kter§ mŢģe bĨt pouģita bŊhem in vitro studi². 

Terapeutick®ho ¼ļinku bĨv§ dosaģeno i po pod§n² niģġ² koncentrace neģ je Cmax. Pokud jsou pro 

testov§n² pouģit® vyġġ² koncentrace, zvyġuje se pravdŊpodobnost ovlivnŊn² vĨsledkŢ testŢ 

neģ§douc²mi ¼ļinky l®ku. VĨsledky tak® mŢģe ovlivnit sn²ģen² koncentrace dostupnĨch l®kŢ 

zpŢsoben® vazbou l®ļiva na proteiny. L®ky se pod§vaj² v koncentraļn²m rozmez² od 1,5 ng/ml -

1mg/ml (Liston a Davis 2017). ObecnŊ jsou vyb²r§ny ty l®ky, na kter® byla prok§z§na nejvyġġ² 

senzitivita bunŊk. Obvykle se neuplatŔuje v²ce neģ deset l®kŢ, z ļehoģ ļtyŚi z nich bĨvaj² modifik§tory 

bunŊļn® odpovŊdi, z nichģ jeden obvykle bĨv§ hormon. Po vĨbŊru nej¼ļinnŊjġ²ch l®kŢ mus² bĨt vġak 

upraven§ jejich d§vka tak, aby celkov§ toxicita reģimu nebyla pŚ²liġ vysok§ (Medenica a Powell 1995). 
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6. Cytometrie 

6.1. Statick§ cytometrie  

Statick§ cytometrie vyhodnocuje vlastnosti bunŊk pomoc² konfok§ln²ch mikroskopŢ. BuŔky 

jsou tedy statick® a nejsou un§ġen® proudem tekutiny, jako je tomu u prŢtokov® cytometrie. Mezi 

statick® cytometrick® metody patŚ² napŚ²klad mikroskopie spojen§ s poļ²taļovou analĨzou obrazu, 

laserov§ rastrovac² mikroskopie ļi mikrodenzitometrie (Shapiro, 2005). Oproti prŢtokov® cytometrii je 

vġak u obrazov® cytometrie moģnost trojrozmŊrn®ho zobrazen² dat. MŢģe bĨt tedy pouģita k analĨze 

sloģitŊjġ²ch vzorkŢ (Kuksin et al., 2016). 

6.2. PrŢtokov§ cytometrie 

V prŢtokov® cytometrii prot®kaj² buŔky v suspenzi jednotlivĨch ļ§stic skrz prŢtokovĨ 

cytometr, kterĨ zaznamen§v§ vlastnosti bunŊk podle pŚedem zvolenĨch charakteristik pomoc² 

mechanickĨch nebo elektrickĨch prostŚedkŢ. Tato metoda nach§z² uplatnŊn² v onkologii, imunologii, 

hematologii a farmakologii. VĨhodami prŢtokov® cytometrie jsou jej² pŚesnost, rychlost, dobr§ 

reprodukovatelnost vĨsledkŢ a citlivost metody. D§le je to robustnost testu, neboli schopnost metody 

zŢstat neovlivnŊna malĨmi zmŊnami, ļi jej² velice siln§ statistika. UmoģŔuje n§m analyzovat velk® 

mnoģstv² materi§lu za pomŊrnŊ kr§tkou dobu a v pŚ²padŊ potŚeby je moģn® si buŔky roztŚ²dit dle 

vybranĨch vlastnost². Velkou nevĨhodou t®to metody naopak je nutnost separace bunŊk, coģ vede 

ke ztr§tŊ bunŊļn® integrity a jejich nŊkterĨch vlastnost². Ned§vn® trendy v tomto oboru zahrnuj² 

jednobunŊļnou spektroskopii, jednobunŊļnou hmotnostn² spektroskopii ļi vĨvoj bunŊļnĨch tŚ²diļŢ 

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

6.2.1. PrŢtokovĨ cytometr 

V prŢtokov®m cytometru je bunŊļn§ suspenze un§ġen§ proudem un§ġec² tekutiny, kter§ 

vytv§Ś² lamin§rn² proudŊn² umoģŔuj²c² buŔk§m proch§zet jednotlivŊ pŚes mŊŚ²c² bod. V tomto bodŊ 

se dost§vaj² buŔky do kontaktu s paprskem monochromatick®ho svŊtla. SvŊtlo je emitov§no do vġech 

smŊrŢ a pŚes optiku je nasmŊrov§no na Śadu filtrŢ a dichroickĨch zrcadel, kter§ oddŊluj² jednotliv® 

vlnov® d®lky svŊtla. SvŊteln® sign§ly jsou detekovan® pomoc² foton§sobiļŢ nebo fotodiod 

a digitalizovan® pro poļ²taļovou analĨzu (Brown and Wittwer, 2000). 

 

  

 

 

Obr. 7.: Sch®ma prŢtokov®ho cytometru (Langhansov§, 2011) 



 

24 
 

6.2.2. Princip metody 

Do prŢtokov®ho cytometru je vloģen§ suspenze vytvoŚen§ z heterogenn² smŊsi bunŊk 

obarvenĨch fluorescenļn²mi barvami. Tyto barvy se na buŔky v§ģ², nebo interkaluj² s rŢznĨmi 

bunŊļnĨmi sloģkami. Vzorek bunŊļn® suspenze proch§z² fluidn²m syst®mem cytometru a n§slednŊ je 

vh§nŊn do kyvety, kterou prot®kaj² jednotliv® buŔky postupnŊ. BuŔky n§slednŊ proch§zej² svŊtelnĨm 

syst®mem, kde je nŊkolik dotazovac²ch bodŢ, ve kterĨch postupnŊ proch§zej² nŊkolika laserovĨmi 

paprsky.  

KaģdĨ parametr je detekovanĨ jako d®lka a profil svŊteln®ho pulzu v d®lce nŊkolika m§lo 

mikrosekund. FluorescenļnŊ znaļen® buŔky po prŢchodu svŊtelnĨm zdrojem emituj² fluorochromy. 

PŚi pouģit² v²ce fluorochromŢ o stejn® excitaļn² vlnov® d®lce a odliġnĨch emisn²ch vlnovĨch d®lk§ch 

je moģn® mŊŚit souļasnŊ v²ce bunŊļnĨch vlastnost². Jednotliv® parametry jsou zachycen® pomoc² 

detektorŢ optick®ho a elektronick®ho syst®mu, kterĨ je konvertuje na elektrick® sign§ly. Tyto sign§ly 

vyhodnocen® detektorem jsou ukl§d§ny poļ²taļovŊ Ś²zenĨm syst®mem pro kaģdou jednotlivou buŔku 

zvl§ġŠ a korelov§ny s morfologi² a fyziologi² jednotlivĨch bunŊk, expres² genŢ ļi f§z² bunŊļn®ho 

cyklu, ve kter® se dan§ buŔka nach§z². Rozptyl svŊtla v rŢznĨch ¼hlech rozliġuje rozd²ly ve velikosti 

a vnitŚn² sloģitosti buŔky, emitovan® svŊtlo identifikuje povrch a obsah cytoplazmy buŔky. Podle 

pŚedem nastavenĨch parametrŢ jsou urļov§ny poļty bunŊk v jednotlivĨch skupin§ch.(Brown and 

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

6.2.3. AnalĨza dat 

Data z²skan§ pomoc² prŢtokov® cytometrie maj² grafickĨ a statistickĨ charakter. NejļastŊji 

jsou pro vizualizaci dat pouģ²van® jednorozmŊrn® histogramy nebo dvourozmŊrn® bodov® grafy. 

Histogramy nab²zej² velmi jednoduchĨ a pŚehlednĨ zpŢsob interpretace dat, ze kter®ho lze vyļ²st 

prŢmŊr fluorescence, distribuļn² statistiky ļi procento pozitivnŊ exprimuj²c²ch ļ§stic oproti 

kontroln²mu vzorku. Nav²c je moģno histogramy navz§jem pŚekrĨvat, aby byly dobŚe patrn® 

kvalitativn² a kvantitativn² rozd²ly ve v²ce vzorc²ch. Dvouparametrick® grafy jsou sloģitŊjġ² 

na interpretaci, je ale moģn® z nich vyļ²st v²ce informac² (Radcliff and Jaroszeski, 1998). 

6.2.4. Hmotnostn² cytometrie 

Jedn§ se o analytickou metodu, kter§ se vyuģ²v§ k z²sk§v§n² multiparametrickĨch dat 

o jednotlivĨch buŔk§ch a ke stanoven² element§rn²ho sloģen² vzorku. Princip metody spoļ²v§ 

v ionizaci vzorku a n§sledn®ho mŊŚen² hmotnost² vzniklĨch iontŢ. V t®to metodŊ se pouģ²vaj² 

protil§tky znaļen® ionizovanĨmi atomy kovŢ vz§cnĨch zemin. Vyhodnocuj² se stabiln² izotopov® 

znaļky pŚipojen® k protil§tk§m za pouģit² chelataļn²ch ļinidel. AnalĨza prob²h§ pomoc² hmotnostn² 

spektrometrie s prŢletovĨm analyz§torem. NamŊŚen§ data jsou pŚeveden§ do standardn²ho form§tu 

prŢtokov® cytometrie a lze tedy vyuģ²t standardn² analytick® platformy. Tato metoda umoģŔuje mŊŚen² 

50-135 parametrŢ na buŔku, a to t²m, ģe umoģŔuje souļasn® pouģit² v²ce stabiln²ch izotopŢ kovŢ 
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a hmotnostn² spektrometr m§ vynikaj²c² rozliġen² mezi jednotlivĨmi detekļn²mi kan§ly. PŚi pouģit² 

bŊģnĨch fluorescenļnŊ znaļenĨch protil§tek vznik§ omezen² zpŢsoben® pŚekryvem spekter 

fluorescenļn²ch znaļek (Bandura et al., 2009; Ornatsky et al., 2010). Hmotnostn² cytometrie tak® 

umoģŔuje pŚ²m® sledov§n² vlivu cytotoxickĨch l®kŢ (Behbehani et al., 2015). 

7. Reġerġe vĨsledkŢ studi² CSRA 

7.1. ASCO- reġerġe studi² vydanĨch mezi lety 1966 a 2010  

Podle studi² publikovanĨch za posledn²ch 40 let a vĨsledkŢ testŢ v²ce neģ 15000 pacientŢ 

s n§dorovĨm onemocnŊn²m je jednoznaļnŊ prokazateln®, ģe pomoc² CSRA testŢ lze s 80-100% 

¼spŊġnost² pŚedpovŊdŊt resistenci vŢļi l®kŢm. Citlivost n§doru na danĨ l®k je moģn® pŚedpovŊdŊt 

pouze s 50-80% ¼spŊġnost². Bylo tak® dok§z§no, ģe rezistence n§doru vŢļi l®ku nesouvis² s typem 

n§doru (Volm and Efferth, 2015). I pŚesto vġak CSRA testy nebyly zaŚazeny do bŊģn® klinick® praxe.  

Americk§ spoleļnost klinick® onkologie prov§dŊla pŚezkoum§n² studi² v letech 2004 a 2011. 

Tyto reġerġe slouģily jako technologick® hodnocen² CSRA s c²lem definovat roli tŊchto testŢ v bŊģn® 

klinick® praxi. ASCO spolupracovala s centrem vyhodnocov§n² technologi² v BCBSA (ĂBlue Cross 

and Blue Shield Associationñ), kde bylo jiģ dŚ²ve provedeno systematick® prozkoum§n² tohoto t®matu. 

ASCO tedy vyuģila pŚ²stupu k tomuto systematick®mu pŚehledu pro vĨvoj technologick®ho 

hodnocen². Byla vytvoŚena nez§visl§ krit®ria vĨbŊru studi², kter® byly do posudku zaŚazen®. Studie 

musely srovn§vat vĨsledky u pacientŢ, u nichģ byla chemoterapie vybran§ podle doporuļen² vydanĨch 

na z§kladŊ literatury z klinickĨch studi², s pacienty, u kterĨch byla chemoterapie zvolen§ na z§kladŊ 

vĨsledkŢ CSRA. D§le studie musely obsahovat vĨsledky minim§lnŊ 20 pacientŢ na skupinu. 

Do reġerġe nebyly zahrnut® analĨzy, kter® pouze porovn§vaj² vĨsledky CSRA testŢ s klinickĨmi 

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

V roce 2004 bylo nez§visle pŚezkoum§no 1139 studi² publikovanĨch mezi l®ty 1966 a 2004. 

Pouze 17 abstraktŢ splŔovalo vĨġe uveden§ krit®ria pro zaŚazen² do posudku. Po pŚezkoum§n² ¼pln®ho 

obsahu tŊchto studi² bylo vybr§no 11 ļl§nkŢ. Dalġ²ch 20 ļl§nkŢ z²skala ASCO od firem prod§vaj²c²ch 

chemoterapeutika, avġak pouze 1 splnil krit®ria pro zaŚazen² do posudku. ASCO tedy pŚezkoumalo 

pouze 12 studi² publikovanĨch v prŢbŊhu 38 let. Tyto reġerġe zahrnovaly testy pomoc² SRCA, HTCA, 

CCS, DiSC, MTT, ATP a EDR (Schrag et al., 2004). 

DvŊ studie byly zaloģeny na HTCA testech. V prvn² studii reagovalo na l®ļbu pomoc² CSRA 

jen 25 % pacientŢ. Ze zbytku pacientŢ l®ļenĨch standardn² l®ļbou reagovalo na l®ļbu pouze 14 %. 

V mnoha pŚ²padech nemohly bĨt n§dory zkouman®, protoģe nebyly schopn® rŢst na ģivn®m m®diu. 

Ve druh® studii reagovalo na l®ļbu pomoc² CSRA 28 % pacientŢ. Na standardn² l®ļbu pouhĨch 11 %. 

U t®to studie je d§le uvedeno, ģe nesrovn§vala pŚ²mo terapii urļenou CSRA se standardn² terapi².  
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Ve studii pomoc² CCS reagovalo na l®ļbu 21 % pacientŢ, kteŚ² byli l®ļeni pomoc² CSRA 

testŢ. Na standardn² l®ļbu reagovala pouze 3 % pacientŢ. I pŚes velkĨ rozd²l vĨsledkŢ odpovŊdi 

na l®ļbu zde nebyl ģ§dnĨ rozd²l v pŚeģit² pacientŢ (Schrag et al., 2004). 

Pomoc² DiSC byly provedeny 4 vybran® studie. V prvn² studii mŊlo odpovŊŅ na l®ļbu 25% 

pacientŢ l®ļenĨch pomoc² CSRA.  Jen 7 % z pacientŢ l®ļenĨch standardnŊ mŊlo odpovŊŅ na l®ļbu. 

Ne vġichni pacienti, kteŚ² se ¼spŊġnŊ podrobili tŊmto testŢm, dostali l®ļbu podle jejich vĨsledkŢ. 

Ve druh® studii mŊlo reakci na l®ļbu pomoc² CSRA 36 % pacientŢ. Nen² zde ale porovn§n² 

k standardnŊ l®ļen® skupinŊ. Ve tŚet² studii reagovalo na l®ļbu pomoc² CSRA 16 % pacientŢ. 

Na standardn² l®ļbu reagovalo pouze 11 % pacientŢ. I v t®to studii byly probl®my s rŢstem velk®ho 

poļtu n§dorŢ na kultur§ch. Ļtvrt§ studie uģ pŚin§ġela lepġ² vĨsledky. CelĨch 100 % pacientŢ reagovalo 

na standardn² l®ļbu i na l®ļbu pomoc² CSRA. Lepġ² pŚeģit² mŊli vġak pacienti l®ļen² pomoc² CSRA 

(Schrag et al., 2004). 

Ve studii CSRA pomoc² MTT reagovalo na l®ļbu 77 % pacientŢ, na standardn² l®ļbu jen 

39 %. Studie pomoc² ATP testŢ ud§v§ ¼spŊġnou l®ļbu pomoc² CSRA v 64 % pŚ²padŢ a pomoc² 

standardn² l®ļby v 37 %. Podobn® vĨsledky m§ i test EDR, ten je ¼spŊġnĨ pro CSRA v 56 % a pro 

standardn² l®ļbu ve 28 %. V²ce vyrovnan® vĨsledky jsou ve studii pomoc² SRCA. ĐspŊġn§ l®ļba pro 

CSRA byla zaznamen§na v 62 % a pro standardn² l®ļbu v 59 % (Schrag et al., 2004). 

V roce 2011byly shrom§ģdŊny nov® publikace vydan® mezi 1. prosincem 2003 a 31. kvŊtnem 

2010, a d§le byly pŚid§ny dalġ² studie, metaanalĨzy a recenze. Celkem bylo vyhled§no 12 611 ļl§nkŢ, 

z ļehoģ pouze 21 ļl§nkŢ splŔovalo pŚedem stanoven§ krit®ria (stejn§, jako v roce 2004) pro zahrnut² 

ļl§nku do pŚezkoum§n², k ļemuģ bylo pŚid§no 5 n§hodnĨch kontroln²ch studi². Po pŚezkoum§n² t®to 

literatury splŔovalo tyto krit®ria pouze 5 studi² (Burstein et al., 2011). 

VĨsledky studie proveden® za pomoc² ATP testu prok§zaly ¼plnou odezvu u 40,5% pacientek 

s recidivuj²c²m karcinomem vajeļn²kŢ, zat²mco ve skupinŊ standardnŊ l®ļenĨch pacientek dos§hlo 

¼pln® nebo ļ§steļn® odezvy 31,5% (Cree et al., 2007). 

Dalġ² studie analyzuje vĨsledky 353 pacientŢ s rakovinou ģaludku. Pacienti l®ļeni pomoc² 

MTT testŢ mŊli 47,5% m²ru pŚeģit², u standardnŊ l®ļenĨch pacientŢ byla m²ra pŚeģit² 45,1 % (Wu et 

al., n.d.). 

Jin§ studie zase hodnot² vĨsledky 78 pacientŢ, kdy m²ra pŚeģit² pacientŢ l®ļenĨch standardn² 

l®ļbou byla 71,8%, ze skupiny l®ļen® s ohledem na EDR testy pŚeģilo 84,5% pacientŢ (Joo et al., 

2009). 

Do reġerġe byla zaŚazen§ i studie pomoc² testu ChemoFX, avġak jej² vĨsledky nebyly 

porovnan® s jinĨmi vĨsledky chemoterapeutick® odezvy ani s klinickĨm standardem. 
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I pŚes znaļn® rozd²ly v ¼spŊġnosti l®ļby, podle ASCO pŚezkoum§n² literatury nevyhodnotilo 

vĨsledky studi² chemosenzitivity a rezistence jako dostateļn®, na jejichģ z§kladŊ by se mŊla CSRA 

vyuģ²vat v onkologick® praxi.  

Spoleļnost ASCO vydala na z§kladŊ proveden® reġerġe doporuļen² pro vyuģ²v§n² CSRA, 

kter§ jsou n§sleduj²c²: ĂVyuģit² CSRA pro vĨbŊr vhodnĨch terapeutik jednotlivĨch pacientŢ 

se nedoporuļuje mimo klinick® studie. Onkologov® by mŊli volit chemoterapeutickou l®ļbu 

na z§kladŊ publikovanĨch klinickĨch studi², pacientova zdravotn²ho stavu a l®ļebnĨch priorit. VĨbŊr 

chemoterapeutik na z§kladŊ vĨsledkŢ testŢ nen² na z§kladŊ souļasnĨch studi² opodstatnŊnĨ.ñ I nad§le 

vġak doporuļuje pracovat na klinickĨch testech tŊchto technologi² a shled§v§ v CSRA potenci§ln² 

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

Ke stejn®mu z§vŊru dospŊla i NCCN (ĂNational Comprehensive Cancer Networkñ). Podle n² 

tak® neexistuje dostateļnĨ poļet dŢkazŢ, kter® by vedly k nahrazen² standardnŊ volen® 

chemoterapeutick® l®ļby CSRA testy. Podle NCCN by nemŊly bĨt testy prov§dŊn® s c²lem volby 

vhodn®ho chemoterapeutick®ho reģimu, a to z dŢvodu nedostateļnŊ prok§zanĨch ¼ļinkŢ. Nicm®nŊ 

uv§d², ģe v nŊkterĨch ļlenskĨch st§tech se CSRA testy pouģ²vaj² v pŚ²padech, kdy existuje v²ce 

moģnost² standardn² formy terapie (NCCN 2018). 

7.2. Reġerġe studi² mimo prŢtokovou cytometrii vydanĨch mezi lety 2010-2017 

Bylo pŚezkoum§no 10 studi² publikovanĨch mezi lety 2010 a 2017. Byly pouģity rŢzn® typy 

chemosenzitivn²ch testŢ, jako napŚ²klad ATP, HDRA, MTT, CTR, ChemoFX a CD-DST. DvŊ tŚetiny 

tŊchto studi² se zabĨvaly l®ļbou rakoviny vajeļn²kŢ, zbytek se zabĨval rŢznĨmi n§dory, napŚ. n§dory 

mozku, nemalobunŊļnĨm karcinomem plic ļi n§dory hlavy a krku. Ġest tŊchto studi² bylo 

provedenĨch retrospektivnŊ, to znamen§, ģe byly porovn§ny vĨsledky CSRA testŢ a oļek§vanĨch 

reakc² na l®ļbu s klinickou odpovŊd². Ve zbylĨch tŚech se jednalo buŅto o kombinaci standardn² 

a indukovan® l®ļby nebo o l®ļbu zaloģenou na CSRA testech. Hned ze zaļ§tku je nutno podotknout, 

ģe vġechny tyto studie vypov²daj² ve prospŊch CSRA testŢ a vġechny z nich potvrdily lepġ² vĨsledky 

l®ļby volen® na z§kladŊ tŊchto testŢ nebo pozitivn² korelaci mezi vĨsledky testŢ a klinickĨm 

prŢbŊhem. NŊkter® uv§dŊj², ģe by bylo uģiteļn® vyuģ²vat in vitro CSRA testy pro personalizovanou 

volbu chemoterapie.  

V retrospektivn²ch studi²ch byla hodnocen§ korelace mezi in vitro testem chemosenzitivity 

a klinickou citlivost² na l®ky. VŊtġinou byly vzorky n§dorŢ testovan® na citlivost ļi rezistenci 

na vybran® l®ky a n§slednŊ bylo porovn§v§no, jestli klinick§ odpovŊŅ na l®ļbu byla srovnateln§ 

s oļek§vanou odpovŊd² podle vĨsledkŢ CSRA.  

V prvn² studii z roku 2010 bylo testov§no 69 vzorkŢ ATP testem chemosenzitivity. Podle 

vĨsledkŢ byli pacienti rozŚazeni do tŚ² skupin podle m²ry citlivosti na podanou l®ļbu. Korelace mezi 

vĨsledky zjiġtŊnĨmi ATP testem chemosenzitivity a klinickĨmi vĨsledky byla statisticky analyzovan§ 
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Ch² kvadr§t testem. Citlivost ATP testŢ k pŚedpovŊdi klinick® chemosenzitivity recidivuj²c²ho 

epiteli§ln²ho karcinomu vajeļn²kŢ byla 87,5 %. Pacienti oznaļen² in vitro testy jako citliv² mŊli 

vĨznamnŊ delġ² dobu pŚeģit², neģ pacienti, kteŚ² se podle in vitro testŢ jevili jako rezistentn² (Zhao et 

al., 2010).  

O rok starġ² studie vyuģila MTT testŢ pro testov§n² 71 vzorkŢ. Vġechny pacientky byly l®ļeny 

pomoc² standardn² l®ļby. ĻastŊjġ² vĨskyt recidivy byl prok§z§n u pacientek, u kterĨch byla in vitro 

zjiġtŊna rezistence na jeden z pod§vanĨch l®kŢ (61,5% u karboplatiny a 66 % paklitaxelu) (Sedl§kov§ 

et al., 2011).  

Jin§ studie zase testovala 79 vzorkŢ n§dorŢ na 11 rŢznĨch chemoterapeutickĨch pŚ²pravkŢ 

a n§slednŊ analyzovala retrospektivnŊ korelaci mezi chemosenzitivitou zjiġtŊnou in vitro pomoc² 

HDRA a klinickĨmi odezvami pacientek. Pacientky l®ļen® chemoterapeutikem, na kter® jim byla 

zjiġtŊn§ vysok§ citlivost, mŊly o 9 mŊs²cŢ delġ² prŢmŊrnou dobu pŚeģit² neģ pacientky l®ļen® podle 

standardn² l®ļby l®kem, na kterĨ jim vyġla rezistence (Lee et al., 2012).  

Ļtvrt§ studie se zabĨv§ predikc² rezistence epiteli§ln²ho karcinomu vajeļn²kŢ na platinu 

pomoc² ChemoFX testu.  Bylo testov§no 276 pacientek v prŢmŊrn®m vŊku 61 let, kter® byly ve III. 

nebo IV. st§diu rakoviny vajeļn²kŢ nebo vejcovodŢ. Vġechny pacientky podstoupily chirurgickou 

l®ļbu a pot® byly l®ļen® pomoc² l®ļebn®ho reģimu platina/paklitaxel. U 19,1 % pacientek byla zjiġtŊna 

rezistence na karboplatinu a u 21,7 % pacientek byla zjiġtŊna rezistence na paklitaxel. Pacientky, 

rezistentn² na karboplatinu mŊly medi§n pŚeģit² bez progrese onemocnŊn² 11,8 mŊs²cŢ. Oproti tomu 

pacientky s citlivĨm nebo stŚednŊ citlivĨm n§dorem mŊly medi§n pŚeģit² bez progrese onemocnŊn² 

16,6 mŊs²ce pŚi P < 0,001.  Tento rozd²l v pŚeģit² bez progrese onemocnŊn² je zobrazen na n§sleduj²c² 

Kaplan-MeierovŊ kŚivce. Citliv® a stŚednŊ citliv® pacientky jsou oznaļen® zelenŊ, rezistentn² pacientky 

jsou oznaļen® ļervenŊ (Krivak et al., 2014). 

 

Obr. 8.: Kaplan-Meierova kŚivka pŚeģit² bez progrese onemocnŊn². (Krivak et al., 2014) 

 



 

29 
 

N§dory vykazuj²c² rezistenci na karboplatinu  mŊly vyġġ² pravdŊpodobnost vzniku recidivy pŚi 

standardn² l®ļbŊ. Tyto n§dory byly v 59 % citliv® nebo stŚednŊ citliv® na minim§lnŊ jeden z pŊti 

dalġ²ch, bŊģnŊ uģ²vanĨ l®kŢ, kter® byly tak® testov§ny. To potvrzuje uģiteļnost testu pro vĨbŊr 

vhodn®ho chemoterapeutika mimo standardn² reģim. PŚi testov§n² pouze 7 % pacientek bylo 

rezistentn²ch na vġech 7 testovanĨch l®kŢ (karbopltina, cisplatina, gemcitabin, doxorubicin, paklitaxel, 

docetaxel, topotekan). Z 93 % pacientŢ nevykazuj²c²ch ¼plnou rezistenci na vġechny testovan® l®ky 

bylo 35 % stŚednŊ citlivĨch na nejm®nŊ jeden l®k a 58 % bylo citlivĨch na alespoŔ jeden l®k. Jen 5 % 

pacientek bylo citlivĨch na vġechny l§tky. Citlivost k obŊma pod§vanĨm l®kŢm vykazovalo 75,5 % 

pacientek. Naopak rezistenci k obŊma podanĨm l®kŢm vykazovalo rezistenci 15,9 % pacientek. 

Zbytek pacientek byl rezistentn² alespoŔ k jednomu podan®mu l®ku (5,9 % na karboplatinu a 2,7 % 

na paklitaxel) (Krivak et al., 2014). 

NejnovŊjġ² studie z roku 2017 vyuģ²vaj² testŢ CTR (Ăchemotherapy resistance testñ) 

a ChemoFX. V prvn² z nich byl proveden test pro specifick§ chemoterapeutika na 52 pacientk§ch 

trp²c²ch rakovinou vajeļn²kŢ. PŚesn§ predikce citlivosti byla provedena v 79 % pŚ²padŢ, zat²mco 

pŚesn§ predikce rezistence byla provedena ve 100 % pŚ²padŢ (Kischkel et al., 2017).  

Dalġ² ze studi² testovala 11 karcinomŢ hlavy a krku pomoc² ChemoFX testu. TŚi pacienti 

vykazovali dobrou odpovŊŅ na l®ļbu a ġesti pacientŢm selhala chemoterapeutick§ l®ļba bŊhem ġesti 

mŊs²cŢ. TŊmto ġesti pacientŢm vyġel CSRA test na podan® l®ky jako rezistentn² (Jamal et al., 2017). 

V roce 2013 se Rutherford a jeho vĨzkumn§ skupina snaģili nezaujatŊ zhodnotit pouģit² CSRA 

testŢ pro efektivn² vĨbŊr l®ļby. Bylo odebr§no 262 vzorkŢ n§dorŢ vajeļn²kŢ. Pacientky byly l®ļen® 

pomoc² standardn² l®ļby zvolen® onkologem, kterĨ nemŊl pŚ²stup k CSRA testŢm. Po prok§z§n² 

progrese onemocnŊn² teprve mohl l®kaŚ nahl®dnout do vĨsledkŢ CSRA testŢ, coģ se stalo u 32 % 

pacientek. Z 208 vzorkŢ bylo 48 % n§dorŢ buŅto stŚednŊ citlivĨ nebo rezistentn² na vġech 7 l®kŢ. Jen 

10 % n§dorŢ bylo citliv® na vġechny l®ky (Rutherford et al., 2013).  

N§sleduj²c² grafy zobrazuj² rozd²l v pŚeģit² bez progrese onemocnŊn² a v celkov® dobŊ pŚeģit² 

u pacientek l®ļenĨch l®ky, na kter® byly podle CSRA citliv® (zelen§ kŚivka), oproti pacientk§m 

l®ļenĨm l®ky, na kter® byly podle CSRA stŚednŊ citliv® nebo rezistentn² (ļerven§ kŚivka).  

 

 

 

 

 

 

Obr. 9.: Doba pŚeģit² pacientŢ bez progrese onemocnŊn². (Rutherford et al., 2013) 
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Obr. 10.: Celkov§ doba pŚeģit² pacientŢ. (Rutherford et al., 2013) 

 

V n§sleduj²c²ch tŚech studi²ch byly CSRA testy pouģity pro volbu vhodn® chemoterapie. 

Nejstarġ² studie se zabĨv§ volbou chemoterapeutick® l®ļby malign²ch gliomŢ pomoc² HDR testŢ. 

Vġem 33 pacientŢm byla vybr§na nejcitlivŊjġ² chemoterapeutick§ l®ļba z pŚedem vybranĨch 

testovanĨch chemoterapeutik podle vĨsledkŢ CSRA testŢ. TŚin§ct z tŚiceti tŚ² pacientŢ podstoupilo 

¼plnou resekci n§doru. Z toho u dvan§cti pacientŢ se neprojevily ģ§dn® zn§mky nemoci a u jednoho 

pacienta byla odhalena progrese nemoci. M²ra odpovŊdi u zbylĨch dvaceti pacientŢ, kteŚ² mŊli 

zbytkov® n§dory, byla 55 %. TŚi z nich vykazovali kompletn² odpovŊŅ a osm odpovŊŅ ļ§steļnou. 

HDRA v aplikovan® l®ļbŊ prok§zala 100% citlivost pŚi zaŚazen² v²ce neģ jednoho citliv®ho l®ku 

(Gwak et al., 2011).   

Dalġ² z nich si vzala za c²l urļit ¼ļinnost ATP testu pŚi volbŊ chemoterapie pro 113 pacientek 

s recidivuj²c²m epiteli§ln²m karcinomem ovari². Z toho 56 pacientek bylo l®ļeno podle vĨsledku 

CSRA testŢ a 57 jich bylo l®ļeno standardnŊ. V prvn² skupinŊ Ś²zen® CSRA se vyskytla celkov§ 

odpovŊŅ ve 37 pŚ²padech z 56, coģ odpov²d§ 66%. U druh® skupiny se vyskytla celkov§ odpovŊŅ 

pouze ve 26 pŚ²padech z 57, coģ odpov²d§ 46 % (Gao et al., 2013). 

 NejnovŊjġ² z tŊchto tŚ² studi² se vŊnovala vlivu CD-DST testŢ urļuj²c²ch adjuvantn² 

chemoterapii pacientŢ s nemalobunŊļnĨm karcinomem plic po ¼pln® resekci n§doru. Do studie bylo 

zaŚazeno 39 pacientŢ, jejichģ vzorky byly podrobeny tomuto testu. Ļ§st pacientŢ (n = 25) byla citliv§ 

na testovan® l®ky a byli l®ļeni jedn²m nebo dvŊma chemoterapeutiky, kter§ byla indikov§na pomoc² 

CD-DST jako ¼ļinn§. Zbytek pacientŢ, kteŚ² podle vĨsledkŢ CSRA nebyli citliv² k testovanĨm l®kŢm, 

byli l®ļeni jinĨmi chemoterapeutiky, kter§ nebyla testovan§ pomoc² CSRA. Z prvn² skupiny pacientŢ 

nemŊlo 32,3 % recidivu bŊhem n§sleduj²c²ch pŊti let. Z druh® skupiny bylo bez recidivy po pŊti letech 

pouze 14,3 % pacientŢ (Akazawa et al., 2017). 
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7.3. Reġerġe studi² pomoc² prŢtokov® cytometrie vydanĨch mezi lety 2010-2017  

PrŢtokov§ cytometrie se uk§zala jako vhodn§ metoda pro CSRA . Multiparametrick§ 

prŢtokov§ cytometrie je dostateļnŊ citliv§, specifick§ a mŢģe spolehlivŊ detekovat n§dorov® buŔky 

i na submikroskopick® ¼rovni (Buccisano et al., 2012). PŚesto je vyuģit² pro CSRA testy velmi 

ojedinŊl® a mnoģstv² studi² a dostupn® literatury je znaļnŊ omezen®.  

Yokosuka a jeho vĨzkumn§ skupina oznaļili tuto metodu jako prospŊġnou, protoģe dok§ģe 

vylouļit ne¼ļinn® l®ky pro jednotliv® pacienty trp²c² leuk®mi². Metoda pomoc² prŢtokov® cytometrie 

je pro leukemick® vzorky spolehlivŊjġ², neģ napŚ. MTT, kter§ nedok§ģe rozliġit n§dorov® buŔky 

od zdravĨch, a tak® nen² vhodn§ v pŚ²padŊ, kdy je v kostn² dŚeni nebo krvi n²zkĨ poļet n§dorovĨch 

bunŊk (Yokosuka et al., 2013). 

Tato studie se zabĨvala urļen²m apoptotick®ho sign§lu bunŊk po pod§n² 9 rŢznĨch 

chemoterapeutik pomoc² detekce zmŊny transmembr§nov®ho potenci§lu mitochondri², ke kter® 

doch§z² pŚi apopt·ze.  Pot® porovn§vala vĨsledky tŊchto testŢ pro prednisolon s klinickou odpovŊd² 

18 pacientŢ trp²c²ch akutn² lymfoblastickou leuk®mi², aby vyhodnotila spolehlivost FCCA. Vġichni 

pacienti byli l®ļeni prednisolonem, kterĨ je podle studi² nej¼ļinnŊjġ²m chemoterapeutikem pro tento 

typ leuk®mie. VĨsledky tŊchto testŢ vykazovaly signifikantn² korelaci s klinickou odpovŊd² 

(p =0,005). PrŢtokov§ cytometrie byla oznaļena za spolehlivou metodu pro urļen² klinick® odpovŊdi 

na chemoterapeutika.  I tato studie tedy potvrdila spolehlivost t®to relativnŊ jednoduch® a levn® 

metody a stejnŊ jako mnoh® dalġ² studie zmiŔuje moģnost jej² dalġ² aplikace do klinick® praxe 

(Yokosuka et al., 2013). 

StejnĨ n§zor m§ polsk§ vĨzkumn§ skupina, kter§ vydala v roce 2015 studii, ve kter® 

porovn§v§ citlivost vŢļi l®kŢm in vitro s klinickou odpovŊd² u pacientŢ trp²c²ch chronickou 

lymfocyt§rn² leuk®mi². Tato skupina doġla ke stejn®mu n§zoru, jako skupina pŚedchoz². I jejich studie 

potvrdila, ģe tyto testy mohou bĨt uģiteļn® pro urļov§n² individu§ln² l®ļby pacienta (RogaliŒska et al., 

2015). 

 Tato skupina hodnotila in vitro odpovŊŅ na z§kladŊ pŊti faktorŢ: ģivotnost bunŊk, m²ra 

apopt·zy, diferenci§ln² skenovac² kalorimetrie Jedn§ se o relativnŊ rychlou metodu zkoumaj²c² 

term§ln² profil buŔky. Poskytuje ¼daje o fyzik§ln²ch a energetickĨch vlastnostech bunŊļnĨch struktur. 

D§le byl pouģitĨ Western blotting (identifikace proteinŢ pomoc² barven² protil§tkami). ZmŊny 

term§ln²ch profilŢ bunŊk se shodovaly s hromadŊn²m apoptotickĨch bunŊk a s poklesem 

ģivotaschopnĨch bunŊk. Naopak ģ§dn® vĨznamn® zmŊny nebyly pozorovan®, pokud byla buŔka k l®ku 

rezistentn².  

Studie se z¼ļastnilo 28 pacientŢ, kteŚ² byli l®ļeni kombinac² analogŢ purinu (kladribin 

a fludarabin) s mafosfamidem. Poļet ģivotnĨch a apoptotickĨch bunŊk byl urļenĨ pomoc² prŢtokov® 

cytometrie. Bez odpovŊdi na l®ļbu bylo 5 pacientŢ. ĻtyŚem z nich to pŚedpovŊdŊly vĨsledky CSRA 
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testŢ, p§tĨ pacient mŊl podle CSRA stŚedn² odpovŊŅ na l®ky. Jen u 3 pacientŢ s ļ§steļnou odpovŊd² 

se shodovaly vĨsledky in vitro a in vivo. U 6 pacientŢ vyġla v CSRA ļ§steļn§ citlivost, pŚitom se 

jejich n§dory chovaly jako ¼plnŊ citliv® k l®ļbŊ. OpaļnŊ tomu tak bylo tak® u 6pacientŢ.  Kompletn² 

odpovŊŅ byla prok§z§na in vivo i in vitro u 8 pacientŢ. Jako statistick§ analĨza byl pouģit FisherŢv 

exaktn² test.  Byla prok§z§na vĨznamn§ korelace mezi in vitro testy a klinickou odpovŊd² pacientŢ 

(p=0,017). Z vĨsledkŢ bylo patrn®, ģe kaģdĨ pacient m§ rozd²lnou citlivost a reakci na podanĨ l®k. 

Ani jeden vĨsledek testovan®ho pacienta nebyl shodnĨ s kterĨmkoliv jinĨm. Proto by tyto testy mŊly 

bĨt pouģit® pro personalizovanou medic²nu (RogaliŒska et al., 2015). 

Predikce tŊchto testŢ by se podle jedn® ned§vn® studie dala vylepġit testov§n²m n§dorov® 

tk§nŊ ve 3D struktur§ch. Jak jiģ bylo pops§no a vysvŊtleno, disociac² ztr§cej² buŔky kontakt 

s okoln²mi buŔkami a mohou se tak mŊnit jejich reakce i chov§n². Proto byla vyvinut§ metoda, 

kdy jsou vĨhody prŢtokov® cytometrie spojeny s mikrofluidikou, d²ky kter® lze l®pe napodobit 

fyziologickou podstatu tk§nŊ, a t²m zlepġit prognostickou kapacitu testu. Testov§n² n§dorŢ 

je prov§dŊno na lidskĨch buŔk§ch hepatocelul§rn²ho karcinomu, kter® jsou vyuģit® k vytvoŚen² 

n§dorovĨch sf®roidŢ. Ty jsou kultivovan® a inkubovan® s l®ky uvnitŚ mikrofluidn²ho pŚ²stroje. D²ky 

kultivaci bunŊk v 3D kultuŚe by mŊlo bĨt moģn® l®pe pŚedpovŊdŊt reakci l®ku in vivo (Patra et al., 

2016). 

Sf®roidy jsou nejprve kultivov§ny s l®ky po dobu 48 hodin. Aby mohla bĨt prok§zan§ 

funkļnost tŊchto testŢ, byly n§dory kultivovan® se tŚemi druhy odliġnŊ pŢsob²c²ch l®kŢ: cisplatinou, 

resveratrolem a tirapazaminem ve 2D i 3D kultur§ch. Po 3denn² kultivaci pŚeģilo zhruba 93 % bunŊk, 

kterĨm nebyly podan® ģ§dn® l®ky. Sf®roidy o prŢmŊru 130 ɛm se bez pod§n² l®ļiv m²rnŊ zvŊtġily, 

cca o 6 ɛm v prŢmŊru. Sf®roidy oġetŚen® tirapazaminem vyrostly v prŢmŊru o 1 ɛm. Sf®roidy 

o prŢmŊru 212 ɛm se zvŊtġovaly uģ razantnŊji, o 6 ɛm, ale nebyly tak kompaktn² jako kontroln² 

vzorky. Tato velikost uģ je hraniļn² pro testov§n² reakce na l®ky a nen² spolehliv§ pro hodnocen² 

¼ļinnosti l®ku.  

Nejprve se testy prov§dŊj² na 2D kultur§ch pro srovn§n². Sf®roidy jsou testov§ny 

koncentracemi l®kŢ vyġġ²mi neģ IC50, jelikoģ sf®roidy obecnŊ vykazuj² vyġġ² rezistenci. Pot® jsou 

sf®roidy jednoduġe vyjmut® z pŚ²stroje a disociovan® na jednobunŊļnou suspenzi, aby mohly bĨt 

otestovan® prŢtokovou cytometri² (Patra et al., 2016). 

Vzorky v 2D kultur§ch vykazovaly 32,5 % apoptotickĨch bunŊk u cisplatiny, 54,4 % 

u resveratrolu a 47,4 % u tirapazaminu. U 3D kultur v²ce bunŊk zŢst§v§ v ļasn®m apoptotick®m st§diu 

a m®nŊ bunŊk je mrtvĨch. Resveratrol a tirapazamin maj² niģġ² ¼ļinnost na 3D sf®roidy. Zhruba 

polovina bunŊk (49,1 % a 85,3 %) zŢst§v§ zdrav§ po 48-hodinov® inkubaci, coģ vypov²d§ o vyġġ² m²Śe 

rezistence vŊtġ²ch n§dorovĨch sf®roidŢ na l®ky.  
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Tyto testy maj² velkĨ potenci§l pro zlepġen² predikce CSRA testŢ, avġak vĨsledky analĨzy 

prŢtokov® cytometrie ukazuj² velk® rozd²ly v poļtu apoptotickĨch a nekrotickĨch bunŊk mezi 2D a 3D 

kulturami. Nicm®nŊ potvrzuj² funkļnost prŢtokov® cytometrie v bunŊļn® analĨze (Patra et al., 2016).  

N§sleduj²c² obr§zek zobrazuje porovn§n² ¼ļinnosti testovanĨch l®kŢ pro jednotliv® 2D (levĨ 

sloupec) a 3D kultury v rŢznĨch velikostech (prostŚedn² a pravĨ sloupec). Diagramy jsou rozdŊleny 

do kvartilŢ, kdy Q1 zobrazuje nekrotick® buŔky, Q2 mrtv®/pozdnŊ apoptotick® buŔky, Q3 ļasnŊ 

apoptotick® buŔky a Q4 ģiv® buŔky.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 11.: Porovn§n² bodovĨch diagramŢ prŢtokov® cytometrie pro sf®roidy a 2D 

kultu ry .(Patra et al., 2016) 






