BIOMEDREG @B

' USTAV MOLEKULARNI A
‘ TRANSLACNI MEDICINY

Aplikovane statisticke metody v analyzach
onkologlckych dat zvﬁ'ecich experlmentu
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V prispévku jsou prezentovany statistické metody, ktere se rutinné
pouzivaji pri vyhodnocovani protinadorového ucinku lecCiv. Zakladni
vyzkum ucinku léCiv na zviratech je v mediciné prvotnim krokem
k ziskani znalosti o chovani IéCivych latek v téle zivych organismu. PFi
prokazani ucinku leCiva nasleduje preklinicky vyzkum na tzv. bunecnych
liniich a poslednim krokem je klinicky vyzkum. Pri testovani zmen po
podani |éCiva ve vztahu k neléCené skupiné se z duvodu castého
poruseni normality dat vyuzivaji zejmena neparameticke metody. Dalsi
rutinné pouzivanou metodou je analyza preziti, protoze prezivani zvirat
je v prubéhu terapie jednim z nejvyznamnéjSich ukazatelu u€inku léCiva.

ZDROJOVA DATA

Jednim z moznych typu experimentalnich dat jsou hmotnosti a doby
prezivani mysi, kterym byl nador transplantovan intraperitonealnée (viz
obr. 1), pfipadné objemy nadoru. Jedna se obvykle o 3-4 skupiny
mysi, jimz je aplikovano vehikulum a jedna nebo dve leCebnée latky.
Druhy typ dat obsahuje vahy a doby prezivani mysi, kterym byla
transplantovana duta vlakna. Cilem experimentu je zjistit mnozstvi
nadorovych bunék rezistentnich na podanou lecebnou latku. Obvykle
se jedna o 3-4 skupiny po 5-10 mysSich, z nichz kazda ma po dvou
vlaknech transplantovanych intraperitonealne a podkozne. Testuje se
vliv rozpoustedla, testovane lecebne latky v plne a polovicni
koncentraci a leCebné latky, ktera je jiz komercne pouzivana.

Dalsim moznym typem experimentalnich dat jsou obrazova data napr.
ve formé snimku ze sonografu (viz obr. 2). Tato data se zatim v nasi
laboratori systematicky neanalyzuji, pouze se prevadi na ciselné
udaje, které se nasledne podrobuji statistickemu Setreni.

BIOLOGICKE METODY

Pri realizaci experimentu se nejdrive stanovuje vhodna
vychozi davka lecebne latky. K tomuto ucelu je nutne vzit
do uvahy vsechny dostupné informace o chemické
strukture latky, jejich fyzikalnich a chemickych
vlastnostech, vysledcich zkousek toxicity a moznostech

ocekavaneho pouziti. Dalsim krokem vyzkumu je nutné
vybrat vhodné rozpoustédlo (vehikulum). Latka musi byt
v danem rozpoustedle dobre rozpustitelna, stabilni a pH
roztoku se musi pohybovat v rozmezi 6-8. Nasledujicim
krokem je stanoveni maximalni tolerované davky (MTD)
pro laboratorni zvife (mys, potkan, kralik aj.). Pak se na
zakladé farmakokinetiky zjisti absorbce, distribuce,
biotransformace a exkrece testované latky. Podle
vysledku se sestavi zakladni experimentalni terapeutické
schéma, tedy kolikrat se bude v prubéhu 24 hodin latka
aplikovat. Na zakladé provedenych testu se muze latka
pouzit do studii protinadorove aktivity.

Ve studii se nejdrive vytvori nadorovy zvireci model
(laboratornim zvifatim se transplantuji buriky nadorové
linie), tedy jakym zpusobem a kterému kmenu zvifete
bude nadorova linie transplantovana. Jedna se o dva
zakladni zvifreci modely: syngenni (nadorova linie je
transplantovana syngennimu  prijemci, ktery je
iImunokompetentni ) a xenogenni (nadorova linie,
vetsinou lidska, je transplantovana imunodeficitnimu
Xxenogennimu prijemci).

V prubéhu studie protinadorové aktivity se hodnoti
dynamika nadorového rustu kondi¢ni a vyZivovy stav
a parametry preziti.

Protinadorova aktivita testované latky se da testovat
| metodou transplantace tzv. hollowfiber membrany, coz je
duté mikroporézni synteticke viakno, které se naplni
bunéCnou suspenzi tvorenou vetsinou lidskymi liniemi
nadorovych bunek. V tomto pripade je mozné pouzit
Imunokompetentni zvirata, nebot dute vlakno chrani bunky
nadorove linie pred bunkami imunitniho systemu
laboratorniho zvirete a tak nemohou byt bunkami imunitniho
systému zniceny, ale soucCasne je hollowfiber membrana
propustna pro testovanou latku.

VIakna naplnéna bunecnou nadorovou linii se transplantuji
podkozné a do briSni dutiny zvifete. Velkou vyhodou je, ze
do jedné mysSi lIze transplantovat ctyri vlakna podkozné
a ctyri vlakna do briSni dutiny, Cim ziskame veétSi pocCet
validnich vysledktu za pouziti mensiho poctu laboratornich
zvirat oproti pfimé transplantaci nadoru. Dynamika rustu
bunecne nadorove linie se stanovuje MTT testem.
Experimenty protinadorove aktivity jsou vzdy tvoreny
skupinou laboratornich zvirat, kterym je aplikovano dle
experimentalniho terapeutického schématu rozpoustédlo
(vehikulum) a skupinou, nebo skupinami laboratornich
zvirat, kterym je aplikovana testovana latka v ruznych
davkach. V experimentu byva vetsinou zarazena i latka
S Jiz znamym protinadorovym ucinkem, tzv. cytostatikum,
ktere je bézne pouzivano v Kklinicke praxi pri Iécbe
onkologickych pacientu (komercéné vyrabéné lecCivo).

K prokazani protinadorového ucinku leCiva jsou nasledne
pouzity statistické metody, ktere testuji rozdil ve vlivu
rozpoustedla na nadorove bunky a vlivu podavané |léCebné
latky jak testovaneé, tak jiz bézne pouzivane.
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Obr. 1

Bioluminiscencni snimek mysi s transplantovanym nadorem
Mysi C. 1 bylo podano pouze vehikulum bez IéCiva, mysi C. 2 bylo aplikovano IéCivo A. Snimek vievo
byl porizen prvni den po transplantaci, snimek vpravo osmy den od transplantace.

Obr. 2
Snimek nadoru ze sonografu
Vlevo je neupraveny snimek transplantovaneho nadoru, vpravo je zobrazen cevni system tehoz

E nadoru. Odumreleé Casti nadoru jsou zobrazeny Cerne, funkcni cévy zasobujici nador svétle.
STATISTICKE METODY

Data jsou zpracovana v softwaru STATISTICA 10 (StatSoft, Inc.). Z duvodu malého rozsahu souboru
dat a kvuli velmi castému poruéenl’ normality se vyhradné pouzivaji neparametrické metody
NejCastéjSi ulohou pfi ovéfovani ucinku léCiv je testovani zmén velikosti nadort a hmotnosti mysSi
v zavislosti na podanem IéCivu. Graficky se tato data znazornuji krabicovymi nebo sloupcovymi grafy
(obr. 3). Pfi ovéfovani rozdilu téchto dvou sledovanych parametru ve skupiné mysSi, jimz bylo
aplikovano pouze vehikulum a ve skupinach, kterym byla aplikovana leCcebna latka, se vyuziva
Kruskaluv-Wallisuv test, popf. Mannuv-Whitneyuv test. Vzdy se testuje protinadorovy ucinek
rozpoustedla a IéCebnych latek.

V experimentech s dutym viaknem se data analyzuji zejmena Mannovym-Whitneyovym testem

a graficky zakreslujl' do krabicového grafu (obr. 3)
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Graficky se doby prezivani znazornuji pomoci krivek preziti, které se konstruuji Kaplanovou-
Meierovou metodou (obr. 4). Z duvodu mozného zasahu do |éCebného planu v pfipadé nezadoucich
ucinku lé€iv se uvedené analyzy provadi vzdy v den méreni objemu nadoru a vah mySi a vzdy pfi '-':'_4:
umrti aspon jedné z mysi. LA
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Obr. 4

+ Kaplanovy-Meierovy krivky preziti

| Doba preziti mysi po podani léGiva A i B je delSi nez doba preziti nelééenych mysi, tj. byl
prokazan ucinek obou leCiv (p < 0.0001).
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V zakladnim biomedicinskem vyzkumu hraje vyznamnou roli statisticke zpracovani dat.

V prispévku jsou prezentovany pouze vybrané, v nasi laboratori rutinne pouzivane
~ statisticke metody.
+ Testovani protinadoroveho ucinku leCiv se vetsinou omezuje jen na mereni vah
laboratornich zvifat a objemu jejich nadoru, pfipadné na prezivani zvifat béhem
experimentu. Presto nezanedbatelnymi faktory jsou také chovani a vyziva zvirat, pripadné
| vysledky krevnich testu. Problémem byva odliSna reakce zvifeciho téla na IéCbu nadoru od
reakce v lidském tele.
Experimenty s laboratornimi zviraty jsou velmi finanCne narocné, proto je mozné realizovat
experimenty jen s malym mnozstvim zvifat. Z duvodu uspory financi se v nékterych
experimentech transplantuji dva nadory jednomu zvireti, coz vede pri statistickych
analyzach k problémum spojenych s nezavislosti pozorovani. Castym problémem ve
zvirecich experimentech je vykousavani nadoru, tj. znehodnoceni vysledku pozorovani.

vehikulum léCivo A 50mg/kg

léCivo A 100mg/kg komercni [éCivo

Obr. 3

Krabicovy graf hustoty nadorovych bunek v dutem viakne

Komercne prodévané léCivo prokazatelné snizilo mnozstvi nadorovych bunek (p = 0,00013). [
LéCivo A nema statisticky vyznamny ucCinek na snizeni pocCtu nadorovych bunek ani v plne —~

koncentraci (p = 0,97) ani v polovicni koncentraci (p = 0,247). Py
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