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Obor patologie (dfiíve také naz˘van˘ patologická anatomie)
byl v minul˘ch stoletích v mnoh˘ch smûrech pfiedvojem v˘vo-
je medicíny. Osvojil si pokrokové metody opfiené o mikro-
skopické a v sedmdesát˘ch letech dvacátého století o ultra-
strukturální pozorování. Na jeho základech poãaly vyrÛstat
nové disciplíny (histochemie, imunohistochemie) i nové obo-
ry (napfi. imunologie).
Rozvoj biologick˘ch poznatkÛ od doby objasnûní podstaty
genetické informace a jejího pfiepisu do proteinÛ podstatnû
zmûnil uvaÏování o patobiologii nemocí a zmûnil pohled na
mnohé nosologické jednotky. Mikroskopické techniky, stále
pouÏívané jako základ pro vy‰etfiení v oboru patologie, pfie-
stávají staãit k vysvûtlení pfiíãinn˘ch vztahÛ nemocí a v mno-
h˘ch pfiípadech nejsou dost citlivé napfiíklad k identifikaci jed-
notliv˘ch nádorov˘ch bunûk diseminovan˘ch do kostní dfienû.
Aby patolog mohl vy‰etfiovat nemocné v souladu se souãas-
n˘mi nároky na diagnostiku onemocnûní a zohlednil nové
poznatky o chorobn˘ch dûjích, musí doplÀovat své znalosti
a v˘zbroj o nástroje vyuÏívané dosud pouze v biologii ãi gene-
tice. 
S narÛstajícími moÏnostmi detekce proteinÛ (regulaãních, ãi
strukturálních) bûhem posledních dvaceti let byl rozvoj pato-
logie imunohistochemick˘m smûrem pfiedvojem hlub‰ího

pohledu do dûní v buÀkách. Pfiedznamenával období moleku-
lární patologie na úrovni proteinové diagnostiky a komplexní
pohled na vzájemné vztahy mezi proteiny v buÀce - proteo-
miku. Proteinová diagnostika bude mít stále vût‰í v˘znam, pro-
toÏe kromû identifikace bunûãnû pfiíznaãn˘ch antigenních epi-
topÛ (tedy diagnostické v˘tûÏnosti) ukazuje i aktuální funkãní
situaci v buÀce (napfi. bunûãnou kinetiku, obr. 1a). Proteino-
vou diagnostiku mÛÏeme aplikovat nejen in situ na histolo-
gickém skle (imunohistochemické metody), ale také v peri-
ferní krvi, v kostní dfieni a v homogenátu tkánû - pomocí
prÛtokové cytometrie (1). PrÛtokov˘ cytometr je pfiístroj, kte-
r˘ kombinuje princip fluorescenãního mikroskopu a hemato-
logického analyzátoru a tudíÏ umoÏÀuje simultánní anal˘zu
velkého poãtu ãástic a souãasnû omezuje faktor subjektivního
hodnocení. Standardním v˘stupem cytometrického vy‰etfiení
je zastoupení bunûk nesoucích dan˘ antigen vyjádfiené v pro-
centech. V˘hodou této metody je moÏnost stanovení koexprese
bunûãn˘ch antigenÛ, coÏ pfiedpokládá pouÏití monoklonálních,
vût‰inou pfiímo fluorescenãnû znaãen˘ch protilátek. BûÏné
cytometry vybavené argonov˘m laserem umoÏÀují soubûÏnou
aplikaci tfií fluorochromÛ a tedy trojbarevnou anal˘zu, která
má vy‰‰í citlivost neÏ anal˘za jednobarevná a její pouÏití je
vhodné zejména pfii detekci minimální residuální nemoci. Kro-
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Summary: Surgical histopathology investigations plays a key role in diagnostics of neoplastic diseases. Traditional
histopathological and cytological approach using histological techniques and staining methods, complemented by
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investigations is broadened by methods identifying changes in tumor cells at the level of mRNA and DNA (a vertical aspect),
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mû anal˘zy mÛÏe prÛtokov˘ cytometr slouÏit rovnûÏ ke tfiídû-
ní (sortování) ãástic, coÏ je zatím vyuÏíváno spí‰e k experi-
mentálním úãelÛm: v‰e vypracované pfiedev‰ím v hematopa-
tologii u leukémií a lymfomÛ (obr. 1b). Dal‰í moÏností
proteinové diagnostiky je izolace proteinÛ a jejich studium
pomocí blotovacích technik (western blotting, umoÏÀující
identifikaci proteinu na základû jeho fyzikálních vlastností
a molekulové hmotnosti a také ãásteãnou kvantifikaci).
S postupem v˘voje poznání si v‰ak uvûdomujeme, Ïe je potfieb-
né dívat se na procesy v buÀkách komplexnû a Ïe vyuÏití jen
jednoho pfiístupu (proteinové diagnostiky) není dostateãné. 
Proteiny vznikají translací genetické informace z informaã-
ních ribonukleov˘ch kyselin (mRNA), do kter˘ch byla tato
informace pfienesena transkripcí z pfiíslu‰n˘ch genÛ (DNA),
a to za fysiologick˘ch i patologick˘ch podmínek. V mnoha
pfiípadech rutinního vy‰etfiování tkání je tfieba mít tento pfie-
nos genetické informace na zfieteli a ve vybran˘ch pfiípadech
by mûl patolog pfiistoupit k vy‰etfiení dílãích sloÏek bunûãn˘ch
regulací nejen na horizontální úrovni – tedy pfii vy‰etfiení expre-
se proteinÛ, ale také na úrovni vertikální – tedy pfii snaze vysvût-
lit pfiíãinné souvislosti tvorby proteinu na úrovni DNA a RNA
(obr. 1c,d). Pomocí imunohistochemick˘ch technik mÛÏeme
totiÏ prokázat napfiíklad akumulaci proteinu v buÀce nebo ve
tkáni, protein v‰ak nemusí b˘t funkãní; imunohistochemick˘
prÛkaz mÛÏe tedy b˘t, bez znalosti aktivity transkripce a trans-
lace zji‰tûné pomocí molekulárních metod, mylnû interpreto-
ván jako zv˘‰ená tvorba proteinu.

Ke komplexnímu vy‰etfiení (protein, RNA, DNA) má patolog
dobré pfiedpoklady. Ovládá zpracování tkání a dokáÏe na zákla-
dû mikroskopického vy‰etfiení vybrat tkáÀ potfiebnou ke spe-
cializovan˘m vy‰etfiením. Po zmrazení (které uchová struktu-
ru i cytologii bunûk a také nukleové kyseliny v dostateãné
kvalitû pro jejich izolaci) mÛÏe patolog identifikovat tu ãást
tkánû, která je chorobnû zmûnûna a která by mûla b˘t v dal‰ích
krocích analyzována. Patolog má tak v rukou první kroky roz-
hodovacího procesu o tom, jak˘ proces se vy‰etfiuje a o tom,
které tkáÀové struktury, pfiípadnû které buÀky jsou k tomuto
vy‰etfiení vhodné (platí zejména u tzv. solidních nádorÛ). Na
základû morfologického vy‰etfiení mÛÏe patolog navrhnout,
jaké spektrum dal‰ích metod je vhodné aplikovat.
Není v‰ak moÏné, aby specializované molekulární vy‰etfiení
vykonával patolog sám. Tak jako je chirurgie jiÏ po mnoho
desetiletí t˘movou prací, a je to t˘m nejen chirurgÛ, ale také
anestesiologÛ a dal‰ích specialistÛ, musí také patolog rozvíjet
t˘movou ãinnost. Urãit˘ princip t˘movosti se spontánnû uplat-
Àuje jiÏ mnoho let. Napfiíklad makroskopická diagnostika
nûkter˘ch onemocnûní je v rukou gastroenterologÛ vy‰etfiují-
cích endoskopick˘mi technikami, dermatologÛ nebo gyneko-
logÛ. Mezioborová spolupráce je zde potfiebná, je tfieba ji dále
vûdomû pûstovat, protoÏe ne na v‰ech pracovi‰tích je ideálnû
funkãní (napfi. informovanost vy‰etfiujícího patologa o klinic-
kém stavu pacienta b˘vá ãasto nedostateãná). Do vlastního
t˘mu patologa je vhodné a dokonce nutné pfiizvat odborníky
z oblasti molekulární diagnostiky, ktefií ovládají technologie
studia jak proteinÛ, tak nukleov˘ch kyselin, dosud patology
málo vyuÏívané. Potenciál znalostí a dovedností se tak sdílí
mezi odbornostmi a obohacuje patologa, stejnû tak, jako mole-
kulárního biologa. Takov˘ t˘m by mûl pracovat nejen na
v˘zkumu urãité problematiky (blízké tomu ãi onomu zafiízení
patologie), ale i v oblasti diagnostiky. JiÏ v souãasnosti je jas-
né, Ïe diagnostika mnoh˘ch onemocnûní se bez komplexního
pfiístupu neobejde. V rutinní práci patologa zasluhují stále vût-
‰í zábûr jiÏ zmínûné metody identifikující dûje v nádorov˘ch
buÀkách na úrovni genu (DNA), transkriptu (mRNA) a prote-
inu, pfiedev‰ím v diagnostice nádorov˘ch onemocnûní. Iden-
tifikace tûchto vertikálních regulací jsou podstatné. MÛÏeme
uvést praktick˘ pfiípad s dopadem na terapii:
Imunohistochemické vy‰etfiení exprese proteinu ERBB-2
u nemocn˘ch s invazivními duktálními karcinomy mléãné Ïlá-
zy za úãelem indikace terapie humanizovanou monoklonální
protilátkou Herceptin (trastuzumab, Genentech, Inc.). Toto
vy‰etfiení není v nûkter˘ch pfiípadech jednoznaãnû interpreto-
vatelné. ProtoÏe overexprese proteinu je u vût‰iny pfiípadÛ zpÛ-
sobena amplifikací genu ERBB2 (17q21), je obecn˘m trendem
podporovat proteinovou diagnostiku diagnostikou genovou -
vy‰etfiením amplifikace genu ERBB2 metodou fluorescenãní
in situ hybridizace - FISH (2), (obr. 2a,b). Jak se nám podafiilo
prokázat, ne vÏdy je overexprese proteinu ERBB-2 zpÛsobena
amplifikací genu. Pfii vy‰etfiení mRNA jsme zjistili, Ïe u vût‰i-
ny pfiípadÛ je sice dobrá korelace mezi zv˘‰en˘m poãtem kopií
genu a zv˘‰enou hladinou transkriptu, ale u nûkter˘ch nemoc-
n˘ch mÛÏe b˘t zv˘‰ená mRNA a overexprese proteinu (3+)
zpÛsobena jin˘mi faktory neÏ amplifikací genu (3). V patoge-
nezi tohoto nálezu se tedy uplatÀují regulaãní zmûny na úrov-
ni transkripce. Kdybychom v‰ak pfiistoupili „jen“ na souãasn˘
trend diagnostiky, bylo by sporné, zda by nemocné pfii zji‰tûní
overexprese ERBB-2 proteinu bez amplifikace ERBB2 genu
mûl b˘t aplikován preparát Herceptin. Z tohoto pfiíkladu tedy
vypl˘vá nutnost komplexního pfiístupu k diagnostice na zákla-
dû uceleného laboratorního v˘stupu s fundovan˘m epikritic-
k˘m zhodnocením.
Aplikace Herceptinu u nemocn˘ch s karcinomy mléãné Ïlázy
je pouze jedním pfiíkladem. Onkologická terapie se zaãíná ori-
entovat na léky, které jsou cílenû vyvinuty na nûkter˘ speci-
fick˘ znak nádorov˘ch bunûk. Tyto postupy v‰ak vyÏadují
a budou i v budoucnu vyÏadovat specializovaná vy‰etfiení.
Detekce exprese proteinÛ pro nasazení terapie humanizova-

Obr. 1. Pfiíklad komplexní diagnostiky, v tomto pfiípadû lymfomu
z bunûk plá‰tû („Mantle cell lymphoma“, MCL). PCR reakce k prÛka-
zu translokace t(11;14) je souãástí kaÏdého vy‰etfiení pfii podezfiení na ten-
to lymfom, na obrázku není uvedena
1a – imunohistochemick˘ prÛkaz exprese proteinu Ki-67 (hnûdá jaderná
pozitivita, peroxidáza / diaminobenzidin), zároveÀ s prÛkazem molekuly
CD20 (ãervená membránová pozitivita, alkalická fosfatáza / stálá ãerveÀ)
v lymfatické uzlinû; imunohistochemické vy‰etfiení se dvojím znaãením
umoÏÀuje detegovat proliferativní frakci v CD20 pozitivních nádorov˘ch
buÀkách – vy‰etfiení má v˘znam v prognostickém odhadu chování nádoru;
1b – prÛtoková cytometrie provedená z lymfatické uzliny; identifikace
koexprese molekuly CD5 a CD19 u nádorové populace, která je zastou-
pená ve vy‰etfiovaném vzorku jako vût‰inová;
1c – imunohistochemick˘ prÛkaz overexprese proteinu cyklín D1 v kost-
ní dfieni (ãervená jaderná pozitivita, alkalická fosfatáza / stálá ãerveÀ);
overexprese vzniká na základû patologické stimulace genu CCND1 kódu-
jícího cyklín D1 pfii translokaci t(11;14)(q13;q32);
1d – prÛkaz translokace t(11;14)(q13;q32) metodou I-FISH v histologic-
kém fiezu lymfatické uzliny (dva fúzní ãerveno-Ïluto-zelené signály z trans-
lokovan˘ch oblastí, jeden signál zelen˘ – intaktní oblast alelického loku-
su 14q32 a jeden signál ãerven˘ – intaktní oblast alelického lokusu 11q13).
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n˘mi monoklonálními protilátkami je toho pfiíkladem jiÏ dnes
(v˘‰e zmínûn˘ karcinom mléãné Ïlázy), gastrointestinální stro-
mální nádory - imatinib mesylate (Glivec, Novartis, Europ-
harm, Ltd.), lymfomy B fiady – rituximab (Rituxan, Genen-
tech, Inc.). V klinick˘ch testech se objevují dal‰í preparáty.
Z patologie se v tomto ohledu stává obor nejen diagnostick˘,
ale také terapeuticko-indikaãní. A to je podstatná zmûna ode-
hrávající se v posledním desetiletí. Nebude-li patolog schopen
indikaãní podmínky pro leckdy velmi nákladnou terapii sta-
novit, pfievezme problematiku ten obor, ãi ta skupina specia-
listÛ, kter˘/která si tyto podmínky pfiipraví. Pokud takoví
odborníci pracují izolovanû, nemají fiádnou podporu morfolo-
gické diagnostiky a neznají neobyãejnou pestrost patologic-
kého spektra nálezÛ ve vy‰etfiované tkáni. Pfii takovém postu-
pu mohou pfii specializovan˘ch vy‰etfieních unikat nejen
morfologické podrobnosti, ale i základní informace o jakou
tkáÀ ãi o jak˘ typ chorobného dûje jde. Zde si dovoluji jen krát-
ce poznamenat do vlastních fiad, Ïe cesta extenzivního vy‰et-
fiování v rámci oboru patologie za daného poãtu erudovan˘ch
patologÛ vedla ke stagnaci v˘voje smûrem do hloubky a kva-
lity a patologie ztrácí krok i tam, kde má tradiãnû v diagnosti-
ce nezastupitelnou úlohu (zfietelnû se to projevuje právû v dia-
gnostice onkologick˘ch onemocnûní).
Metodou, která spojuje v˘hody histopatologického vy‰etfiení
s pohledem do bunûk na úrovni DNA i RNA je in situ hybri-
dizace, chromogenní (CISH) nebo fluorescenãní (FISH), vyu-
Ïívající rÛznû znaãené sondy (obr. 2b, d). V˘hodou in situ hyb-
ridizace proti PCR je moÏnost detekce velk˘ch úsekÛ

nukleov˘ch kyselin (sondy pokr˘vají stovky kilobazí) a moÏ-
nost vizualizace pfiímo ve tkáni bez homogenizace (nutné pfii
izolacích DNA a RNA). V oboru patologie je metoda FISH
vhodná pro DNA diagnostiku na jádrech v interfázi (tzv. I-
FISH). Tento pfiístup, na rozdíl od cytogenetického vy‰etfiení,
umoÏní vy‰etfiovat nejen jednotlivé buÀky, ale také histologic-
ké fiezy. Odpadá nutnost kultivace bunûk a pfiedev‰ím je moÏ-
né buÀky studovat v kontextu se strukturálním uspofiádáním
tkánû – tak lze pfiesnû identifikovat jednotlivé typy bunûk. Navíc
lze pouÏít fiezy ze tkání fixovan˘ch formolem azalit˘ch do para-
finov˘ch bloãkÛ, coÏ umoÏÀuje studium retrospektivní nebo
takové, kde není moÏnost získat ãerstvé buÀky / ãerstvou tkáÀ.
V˘hodou in situ hybridizace je to, Ïe i v pfiípadû normálního
nálezu, tedy absence hledané zmûny (napfi. translokace) lze pfií-
pad spolehlivû diagnosticky zhodnotit, protoÏe signály jsou pfií-
tomny, ale v normálním uspofiádání. Pfii PCR vy‰etfiení absen-
ce oãekávaného produktu mÛÏe znamenat nepfiítomnost
specifické genové zmûny nebo také variantní zmûnu nezachy-
cenou pouÏit˘mi primery a v neposlední fiadû také neprobûh-
lou reakci (pfii pouÏití pozitivních a negativních kontrol v kaÏ-
dé PCR a pfii amplifikaci kontrolního genu lze v‰ak i pfii

Obr. 2. Kombinace diagnostick˘ch metod u invazivních duktálních
karcinomÛ mléãné Ïlázy, pfiíklady morfologického vy‰etfiení s nava-
zujícím imunohistochemick˘m prÛkazem proteinÛ a vy‰etfiení meto-
dou I-FISH s lokus specifick˘mi sondami
2a – imunohistochemick˘ prÛkaz overexprese proteinu ERBB-2 v histo-
logickém fiezu; intenzita reakce je hodnocená 3+ (hnûdá membránová pozi-
tivita, HercepTest, DakoCytomation);
2b – silná amplifikace genu ERBB2 (ãervené signály) a zv˘‰en˘ poãet
chromosomu 17 (zelené signály) v jádfie nádorové buÀky v otiskovém pre-
parátu, I-FISH; v˘sledek overexprese proteinu (2a) a amplifikace genu
(2b) dobfie koreluje a pacientka je z tohoto pohledu indikována k terapii
Herceptinem;
2c – imunohistochemick˘ prÛkaz proteinu TP53 v histologickém fiezu
(hnûdá jaderná pozitivita, peroxidáza / diaminobenzidin); akumulace pro-
teinu s moÏností jeho imunohistochemické detekce je projevem patolo-
gick˘m, pfiíãiny jsou v‰ak rÛznorodé;
2d – prÛkaz poãtu kopií genu TP53 v otiskovém preparátu (ãervené sig-
nály, I-FISH), pfiíklad ztráty heterozygozity s jedním signálem v oblasti
genu TP53 v jedné buÀce, ve druhé buÀce I-FISH ukazuje obû alely genu
TP53; tato metoda je pouze orientaãní, pro detailní anal˘zu je nutná sekve-
nace genu TP53.

Obr. 3. Pfiíklady detekce chromosomální translokace t(8;14) metodou
I-FISH (BurkittÛv lymfom; absence translokace u velkobunûãného
difusního B lymfomu) a chromosomálního zlomu (u Ewingova sar-
komu / periferního neuroepiteliomu, ES/PNET adiagnostick˘ v˘znam
imunohistochemického vy‰etfiení) 
3a – BurkittÛv lymfom: prÛkaz t(8;14)(q24;q32) a poãtu kopií chromo-
somu 8 v jádfie nádorové buÀky (histologick˘ fiez) metodou I-FISH (dva
fúzní ãerveno-Ïluto-zelené signály z translokovan˘ch oblastí, jeden sig-
nál zelen˘ – intaktní oblast alelického lokusu 14q32 a jeden signál ãerve-
n˘ – intaktní oblast alelického lokusu 8q24, dva signály modré – centro-
mery chromosomu 8);
3b – jádra nádorov˘ch bunûk bez pfiítomnosti t(8;14)(q24;q32) - dvû int-
aktní oblasti 8q24 a 14q32, dva signály pro centromery chromosomu 8
u difusního velkobunûãného B lymfomu, nádor se morfologicky podobal
Burkittovû lymfomu (u pfiípadu jsme neprokázali ani variantní transloka-
ce t(2;8) a t(8;22) ); vy‰etfiení má v˘znam pro dal‰í postup v terapii;
3c – ES/PNET: prÛkaz chromosomálního zlomu v oblasti genu EWS na
22q12 metodou I-FISH v jádfie nádorové buÀky (histologick˘ fiez, oddá-
lení zeleného a ãerveného signálu svûdãí pro chromosomální zlom v loku-
su EWS genu); vy‰etfiení vyuÏívá princip stálého zlomu genu EWS - jde
tedy o skreening zlomu, pro pfiesné vymezení jednoho z moÏn˘ch trans-
lokaãních partnerÛ je tfieba postupovat pomocí PCR; vy‰etfiení napomáhá
v diferenciální diagnostice nediferencovan˘ch kulatobunûãn˘ch nádorÛ;
3d – imunohistochemick˘ prÛkaz exprese molekuly CD99 charakteris-
tické pro skupinu nádorÛ typu ES/PNET (hnûdá membránová pozitivita,
peroxidáza / diaminobenzidin); vy‰etfiení je relativnû specifické a pfii dob-
ré korelaci s morfologick˘m obrazem lze diagnosu stanovit spolehlivû;
v˘hodná je ov‰em kombinace s metodou I-FISH a následnû PCR.
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nepfiítomnosti produktÛ PCR vylouãit laboratorní chybu a zv˘-
‰it procento jistoty, Ïe hledaná zmûna není ve vy‰etfieném mate-
riálu skuteãnû pfiítomna). Pomocí in situ hybridizace na jádrech
v interázi je moÏné zji‰Èovat poãty chromosomÛ (centromeric-
ké sondy), specifick˘ch genov˘ch úsekÛ (napfi. lokusy s onko-
geny – stanovit jejich poãet, zji‰Èovat amplifikace, pfiípadnû
i nûkteré delece, obr. 2b,d). I-FISH je vhodná také k detekci
chromosomálních translokací (napfi. u lymfomu z bunûk plá‰-
tû – obr. 1d, nebo u Burktittova lymfomu - obr. 3a). S v˘hodou
vyuÏíváme posouzení chromosomálních zlomÛ. Je vhodné pro
skreening translokací základního lokusu s pfiíslu‰n˘m genem,
u kterého existuje více partnersk˘ch genÛ – napfi. gen EWS na
22q12 má nejménû 8 znám˘ch translokací u fiady nádorÛ mûk-
k˘ch tkání a kostí – obr. 3c, tabulka 1. Na úrovni mRNA lze
pomocí FISH prokazovat napfi. klonalitu lymfoidních popula-
cí prÛkazem mRNA pro lehké fietûzce imunoglobulínÛ; in situ
hybridizace se bûÏnû vyuÏívá v diagnostice virov˘ch infekcí
(EBV, HPV a dal‰ích). Je v‰ak nutné zdÛraznit, Ïe vy‰etfiení
metodou I-FISH je v˘hodné a Ïádoucí kombinovat s vy‰etfie-
ním cytogenetick˘m, a to vÏdy, kdy je to moÏné. Cytogenetic-
ké vy‰etfiení povaÏujeme za základní, informující o chromoso-
málních zmûnách v mnoha aspektech, zatímco I-FISH je
zamûfiena na konkrétní pfiedpokládané zmûny, které indikuje
fundovaná histopatologická diagnostika.
Pod pojmem molekulární diagnostika se bûÏnû rozumí dia-
gnostika na úrovni nukleov˘ch kyselin (i kdyÏ diagnostika pro-
teinová je bezesporu také souãástí molekulární diagnostiky).
Na na‰em pracovi‰ti byla zaloÏena Laboratofi molekulární pato-
logie (LaMPa) v roce 1994 (o její praktické uvedení do Ïivo-
ta se zaslouÏili spolupracovníci, dr. J. Soukup a Mgr. R. Dah-
biová). V té dobû jsme rozvinuli tzv. diferenciální PCR pro
detekci amplifikace genu MYCN (2q24.1) u dûtí s neurobla-
stomy (4). To mûlo zásadní v˘znam pro prognosu i terapii one-
mocnûní a v˘sledky pfiispûly k indikaci léãby transplantací
kmenov˘ch hemopoetick˘ch bunûk. Rozvoj diagnostiky si
postupnû vyÏádal roz‰ífiení laboratofie, zmûny v t˘mu i ve vyba-
venosti pracovi‰tû. 
K praktickému provozování molekulární diagnostiky na úrov-
ni DNA (PCR) a RNA (RT-PCR, reverznû transkriptázo-
vá PCR) je tfieba vybavení laboratofie základními pfiístroji
(cyklery, elektroforézy, centrifugy, laminární boxy, hlubo-
komrazící boxy, detekãní zafiízení pro snímání gelÛ). S tímto
vybavením lze zaãít diagnostiku napfi. specifick˘ch translo-
kací u rÛzn˘ch skupin nádorÛ, zejména lymfomÛ a nádorÛ
mûkk˘ch tkání. Nadstavbou je pak sekvenátor nezbytn˘ pro
pfiesnou anal˘zu sekvencí bází nukleotidÛ, viz dále. 
V souãasné dobû vyuÏíváme molekulárních metod k doplnû-
ní histopatologické diagnostiky u nádorÛ mûkk˘ch tkání –
u synoviálních sarkomÛ – detekce t(X;18) s fúzí genÛ SYT
(SSXT) a SSX1 nebo SSX2 (pfiípadnû dal‰ích vzácnûj‰ích vari-
ant) (obr. 4a,b) a u alveolárních rabdomyosarkomÛ – t(2;13)
s geny PAX3/FKHR a t(1;13) s geny PAX7/FKHR (obr. 4c,d).
Vymezení typu translokace u alveolárních rabdomyosarkomÛ
má také prognostick˘ v˘znam (5). U skupiny Ewingova sar-
komu / periferní neuroepiteliom (ES/PNET) postaãuje pro
rutinní bioptickou diagnostiku histologick˘ obraz a imuno-
histochemick˘ prÛkaz molekuly CD99, pfiípadnû doplnûn˘
o metodu I-FISH s prÛkazem zlomu genu EWS na 22q12 (obr.
3c,d); partnera genu EWS lze pfiesnû identifikovat jen mole-
kulární anal˘zou, tedy prÛkazem specifické fúze genÛ, tedy
genu EWS nejãastûji s genem FLI1 pfii translokaci t(11;22) (6).
Mnohé dal‰í jednotky jsou v na‰em bioptickém materiálu vzác-
nûj‰í, av‰ak z praktického hlediska není obtíÏné do algoritmu
diagnostiky zaãlenit PCR / RT-PCR detekci specifick˘ch geno-
v˘ch pfiestaveb, pokud je známa sekvence pfiíslu‰n˘ch fúzují-
cích genÛ. Takov˘m pfiíkladem je u dûtí kongenitální (infan-
tilní) fibrosarkom s translokací t(12;15) se vznikem fúzního
genu ETV6 a NTRK3 a u dospûl˘ch napfiíklad tzv. sarkom
mûkk˘ch tkání ze svûtl˘ch bunûk (maligní melanom mûkk˘ch
tkání) s translokací t(12;22) a vznikem fúzního genu ATF1

a EWS. Obdobná situace je u myxoidního liposarkomu
s t(12;16) s fúzí genÛ CHOP a FUS, pfiípadnû fúze CHOP
a EWS pfii t(12;22). Ve v‰ech pfiípadech je v‰ak tfieba usilovat
o získání ãerstvého, tedy nefixovaného operaãního materiálu,
coÏ závisí na spolupráci s chirurgick˘mi a ortopedick˘mi pra-
covi‰ti. Pfiehled nejãastûj‰ích nádorovû pfiíznaãn˘ch chromo-
somálních translokací u mesenchymálních nádorÛ mûkk˘ch
tkání a kostí uvádí tabulka 1. 
U maligních lymfomÛ je v praktické diagnostice na‰í labora-
tofie zavedena detekce klonospecifick˘ch pfiestaveb imunore-
ceptorov˘ch genÛ (IGH, IGK, TCR) a translokací: t(14;18)
u folikulárních a nûkter˘ch velkobunûãn˘ch lymfomÛ (vãetnû
kvantifikace produktu), t(11;14) u lymfomu z bunûk plá‰tû,
u tzv. velkobunûãného anaplastického lymfomu translokace
zahrnující gen ALK a jeho variantní partnery (nejãastûji gen
NPM) a translokací t(11;18)(q21;q21) u MALT lymfomÛ (7-
11). U v‰ech tûchto onemocnûní je vhodné provádût kromû
diagnostiky primárního nádoru také vy‰etfiení infiltrace kost-
ní dfienû a to jak vstupní, tak kontrolní. KaÏdé molekulární
vy‰etfiení je bezv˘hradnû nutné konfrontovat s vy‰etfiením
cytologick˘m nebo histologick˘m. Napfiíklad translokace
t(8;14) se typicky vyskytuje u Burkittova lymfomu (obr. 3a),
ale mÛÏe se prokázat u nûkter˘ch velkobunûãn˘ch lymfomÛ
B fiady, T lymfoblastického lymfomu a u mnohotného myelo-
mu. Samotné molekulární nebo cytogenetické vy‰etfiení by tak
mohlo vést ke zcestné diagnose. 

Obr. 4. Kombinace imunohistochemického vy‰etfiení a vy‰etfiení mole-
kulárního u synoviálního sarkomu (a,b) a alveolárního rabdomyo-
sarkomu (c,d)
4a – imunohistochemick˘ prÛkaz exprese cytokeratinÛ (hnûdá cytoplas-
matická pozitivita, peroxidáza / diaminobenzidin), nález zpravidla pfií-
tomn˘ u tzv. bifázick˘ch forem sarkomu, ménû ãast˘ u monofázick˘ch
forem, jehoÏ pfiíklad je na vyobrazení; ne vÏdy je v‰ak vy‰etfiení cytoke-
ratinÛ pozitivní, pak záleÏí na zku‰enosti patologa, ale s v˘hodou, zejmé-
na u monofázick˘ch forem, mÛÏeme pouÏít PCR;
4b – RT-PCR prÛkaz fúze SYT/SSX2 pomocí konsensus a specifick˘ch
primerÛ u synoviálního sarkomu;
4c – imunohistochemick˘ prÛkaz exprese myogeninu – regulaãního jader-
ného faktoru charakteristického pro rabdomyoblasty u rÛzn˘ch sarkomÛ,
nejãastûji u rabdomyosarkomÛ (RMS), v tomto pfiípadû jde o alveolární
RMS (hnûdá jaderná pozitivita, peroxidáza / diaminobenzidin); diagnosa
RMS pomocí imunohistochemie je spolehlivá, je v‰ak vhodné nález ualve-
olárních RMS (nebo pfii podezfiení na tento typ RMS) doplÀovat pomocí
PCR;
4d – RT-PCR prÛkaz fúze PAX3/FKHR u ãtyfiech nemocn˘ch s alveo-
lárním rabdomyosarkomem; vy‰etfiení je vhodné pro základní diagnosti-
ku, pro sledování minimální residuální nemoci, pfiípadnû pro ovûfiení ãis-
toty autologního transplantátu hemopoetick˘ch kmenov˘ch bunûk.



populace pfiekr˘vající specifick˘ pruh minoritnû
zastoupené nádorové populace monoklonálnû
pfiestavûného imunoreceptorového genu, kter˘ je
diagnostick˘ pro lymfom. V˘hodou PCR je vyso-
ká citlivost v identifikaci specifické zmûny a tím
daného typu buÀky, která pfiedãí v‰echny dosud
uÏívané diagnostické pfiístupy – morfologick˘
a imunofenotypizaãní (imunohistochemie a prÛ-
toková cytometrie). Vysokou citlivost PCR metod
bûÏnû vyuÏíváme pro diagnostiku nejen primár-
ních patologick˘ch procesÛ (napfi. lymfomÛ nebo
nûkter˘ch nádorÛ mûkk˘ch tkání), ale také pro
diagnostiku procesÛ diseminovan˘ch do kostní
dfienû pfied, ale zejména také po terapii (detekce
tzv. minimální residuální nemoci) (6, 10).
RT-PCR vyuÏívající mRNA identifikuje zmûny
na úrovni transkriptu genu. Aplikuje se nejen
tam, kde jsou úseky exonÛ stfiídány introny a celá
oblast je pfiíli‰ dlouhá pro DNA PCR diagnosti-
ku, ale také tam, kde je zapotfiebí identifikovat
produkt transkripce a zjistit, zda je zmûna v DNA
pfiepisována do RNA. Kvantitativní stanovení
transkriptu, napfi. pomocí LightCycleru (Roche),
umoÏní zji‰tûní úãinnosti transkripce a mÛÏe
v mnoh˘ch ohledech pfiispívat k diagnostice (3).
Kvantifikace specifick˘ch úsekÛ nukleov˘ch
kyselin se stává pro vy‰etfiení mnoha nemocí
zásadní. VyuÏívá se metod kvantifikace v reál-
ném ãase, tedy kontinuální sledování nárÛstu
produktu reakce bûhem kaÏdého PCR cyklu
(RQ-PCR a RQ-RT-PCR, „real-time quantifi-
cation“). V nûkter˘ch aplikacích není totiÏ iden-

tifikace specifické genové zmûny ve smyslu pfiítomna / nepfií-
tomna, tak, jak ji stanoví kvalitativní („end-point“) PCR,
dostateãná (napfi. detekce lymfomov˘ch bunûk v kostní dfie-
ni). Je nutné posoudit, jaké mnoÏství specifického produktu je
pfiítomno, tj. sledujeme dynamiku onemocnûní a v prÛbûhu
ãasu tedy mÛÏeme srovnávat v˘voj nemoci a úãinnost terapie.
Tento pfiístup je bûÏn˘ u onemocnûní se specifick˘mi geno-
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Tabulka 1. Pfiehled nejv˘znamnûj‰ích specifick˘ch chromosomálních translokací se vzni-
kem fúzních genÛ u nádorÛ mûkk˘ch tkání a kostí. Detekce translokací je v˘znamná jako
podpora morfologické diagnostiky a v nûkter˘ch pfiípadech je vhodná také ke sledování
minimální residuální nemoci.

Typ nádoru Translokace Fúzní geny

alveolární rabdomyosarkom t(2;13)(q35;q14) PAX3-FKHR
t(1;13)(p36;q14) PAX7-FKHR

alveolární sarkom mûkk˘ch tkání t(X;17)(p11.2;q25) ASPL-TFE3

svûtlobunûãn˘ sarkom (maligní melanom
mûkk˘ch tkání) t(12;22)(q13;q12) ATF1-EWS

kongenitální fibrosarkom a mesoblastick˘
nefrom t(12;15)(p13;q25) ETV6-NTRK3

dermatofibrosarcoma protuberans t(17;22)(q22;q13) COL1A1-PDGFB

desmoplastick˘ kulatobunûãn˘ nádor t(11;22)(p13;q12) WT1-EWS

endometriální stromální sarkom t(7;17)(p15;q21) JAZF1-JJAZ1

EwingÛv sarkom a periferní neuroepiteliom t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1
t(21;22)(q22;q12) EWS-ERG
t(7;22)(p22;q12) EWS-ETV1
t(17;22)(q12;q12) EWS-E1AF
t(2;22)(q33;q12) FEV-EWS

zánûtliv˘ myofibroblastick˘ nádor t(2;19)(p23;p13.1) ALK-TPM4
t(1;2)(q22-23;p23) TPM3-ALK

myxoidní chondrosarkom, extraskeletální t(9;22)(q22;q12) EWS-CHN(TEC)
t(9;17)(q22;q11.) RBP56-CHN(TEC)
t(9;15)(q22;q21) TEC-TCF12

myxoidní liposarkom t(12;16)(q13;p11) TLS(FUS)-CHOP
t(12;22)(q13;q12) EWS-CHOP

synoviální sarkom t(X;18)(p11;q11) SYT-SSX1
SYT-SSX2

PfiíkladÛ v praktické aplikaci molekulární diagnostiky je mno-
ho, pfiesahují rámec informativního pfiehledu. SloÏení mozai-
ky v˘sledkÛ jednotliv˘ch vy‰etfiení (histologického, imunofe-
notypizaãního, hybridizaãního a tzv. molekulárního) je tedy
právû tím, kam by mûlo vy‰etfiení v oboru patologie smûfiovat. 
K získání podrobnûj‰í pfiedstavy o klonospecifick˘ch pfiestav-
bách je tfieba produkty PCR dále analyzovat - sekvenovat. Zji‰-
tûné specifické sekvence dané IGH / TCR pfiestavby pak mÛÏe-
me vyuÏít ke konstrukci primerÛ vhodn˘ch pro detekci
minimální residuální nemoci v kostní dfieni postavené na míru
specifické pozice pfiestaveb segmentÛ imunoreceptorov˘ch
genÛ konkrétního pacienta. 
Sekvenaãní anal˘za je samostatnou disciplínou molekulární
diagnostiky, která umoÏÀuje identifikovat zmûny genomu na
úrovni nukleotidÛ – detekce mutací, bûÏná napfi. v oblasti genu
TP53 (viz napfi. databáze mutací na serveru 2. LF UK, Sed-
láãek Z., Trková M.: www.lf2.cuni.cz/projects/germline_
mut_p53.htm.)(12), v oblasti tzv. mutátorov˘ch genÛ (geny
kódující proteiny slouÏící k reparaci DNA) a v fiadû dal‰ích
oblastí diagnostiky. Specializovanou problematiku velmi dob-
fie podchycenou pfiedev‰ím genetiky pfiedstavují dûdiãné pre-
dispozice ke vzniku nádorov˘ch onemocnûní a vy‰etfiování
zárodeãn˘ch mutací genÛ zodpovûdn˘ch za rozvoj tûchto cho-
rob – napfi. genÛ APC (13), BRCA1 a BRCA2 u Ïen s karci-
nomy mléãné Ïlázy a ovarií (14), u nemocn˘ch s medulární-
mi karcinomy ‰títné Ïlázy (15) nebo u rodin se syndromem
Lee-Fraumeni (16, 17), ãi tzv. hereditární nepolyposní kolo-
rektální karcinom - HNPCC (dr. Kfiepelová, Ústav biologie
a lékafiské genetiky UK 2. LF a FN v Motole). MoÏnosti jsou
prakticky nevyãerpatelné. Sekvenovat produkty PCR reakcí
je také vhodné pfii diagnostice translokací k ovûfiení specifity
detegovaného produktu.
Pfiednosti PCR a RT-PCR diagnostiky jsou nesporné. Reakce
umoÏní vy‰etfiit DNA/RNA z obrovského mnoÏství bunûk. Pfii
v˘bûru nereprezentativního vzorku tkánû v‰ak mÛÏe b˘t v nûkte-
r˘ch pfiípadech majoritní pfiímûs bunûk, které nejsou pfiedmû-
tem vlastní diagnostiky, a které mohou ovlivnit v˘sledek reak-
ce - napfiíklad tzv. smear u pfievaÏující polyklonální lymfoidní

Schéma 1. O‰etfiení nativního operaãního materiálu s odbûry pro stan-
dardní histopatologická a specializovaná vy‰etfiení. âísla na ãerném poza-
dí urãují vy‰etfiení v ãasov˘ch souvislostech a také v logickém sledu podle
indikaãní návaznosti. V odbûrech pro extrakci nukleov˘ch kyselin jsou
vhodnûj‰í fiezy ze zmrazené tkánû (plná ãára) pfied izolací z homogenátu
tkánû nebo z fiezÛ získan˘ch z parafinov˘ch bloãkÛ po fixaci ve formolu
(pfieru‰ovaná ãára). 
FACS – Fluorescence Activated Cell Sorter (prÛtoková cytometrie); H&E –
barvení Hematoxylinem a Eosinem; IHC – Imunohistochemické vy‰etfie-
ní; FISH – Fluorescenãní In Situ Hybridizace; ISH – In Situ Hybridizace;
RQ-RT-PCR – Real time Quantification-Reverse Transcription PCR
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v˘mi pfiestavbami (napfi. pfii translokaci t(14;18) u folikulár-
ních lymfomÛ) nebo u nemocí se specifickou expresí genÛ pro
dané onemocnûní (klonospecifita imunoreceptorov˘ch genÛ
u lymfomÛ, exprese genu kódujícího tyrosin hydroxylázu
u neuroblastomÛ).
MoÏnosti aplikace molekulární diagnostiky i dal‰ích speciali-
zovan˘ch vy‰etfiení komplikují tradiãní návyky „chirurgické-
ho“ pfiístupu k o‰etfiení excidovaného nebo resekovaného nádo-
ru – fixace ve formolu. Tento postup se stává opsolentní
a v dne‰ní dobû jej u plánovan˘ch v˘konÛ povaÏujeme za chy-
bu. Je tfieba své spolupracovníky z chirurgick˘ch oborÛ vést
k ‰ir‰ímu povûdomí o moÏnostech specializované diagnosti-
ky a o v˘hodách, které pfiiná‰ejí pro nemocné. Algoritmus
vy‰etfiovacího postupu v na‰ich laboratofiích uvádíme ve sché-
matu 1. V pfiípadû nouze, kde není moÏnost hlubokého zmra-
zení vzorkÛ k následné izolaci nukleov˘ch kyselin, doporu-
ãujeme tkáÀ rozdûlit a representativní ãást fixovat v etanolu.
Etanol sice není vhodn˘ jako základní fixativum pro histopa-
tologické a imunohistochemické vy‰etfiení, ale na rozdíl od for-
molu neniãí DNA ani mRNA (18).
V blízké budoucnosti lze oãekávat roz‰ifiování spektra uvede-
n˘ch vy‰etfiení. Nev˘hody PCR z homogenátÛ tkání, které mají
heterogenní sloÏení, odstraní cílené odbûry jednotliv˘ch bunûk
nebo jejich skupin za pomocí laserové mikrodisekce (19). Pfií-
nosem bude nepochybnû i vyuÏití tzv. sorterÛ pfii vy‰etfiení prÛ-
tokovou cytometrií. Do diagnostiky bude postupnû vãleÀová-

no vy‰etfiení komplexnûj‰ího charakteru a to jak na horizon-
tální úrovni (vy‰etfiení exprese mnoha genÛ souãasnû pomocí
DNA mikroãipÛ, mnoha RNA transkriptÛ pomocí RNA mik-
roãipÛ nebo mikroãipÛ zamûfien˘ch na zji‰tûní úrovnû expre-
se proteinÛ), tak na úrovni vertikální – souãasné stanovení
exprese jednoho proteinu, jeho RNA a DNA. Specifické ãipo-
vé karty s vy‰etfiením pfiedem definovaného spektra genÛ dere-
gulovan˘ch u urãité nosologické jednotky jsou v souãasné dobû
zavádûny do diagnostiky u mnoh˘ch onemocnûní (lymfomy,
karcinomy a dal‰í) (20). Je jasné, Ïe obor patologie, tak jak je
v souãasnosti provozován, nemÛÏe sám o sobû zabezpeãit tato
vy‰etfiení. Nicménû by patolog mûl stát vedle dal‰ích specia-
listÛ (biologÛ, genetikÛ) a mûl by prosazovat nové diagnos-
tické trendy do praxe. Jen tak bude obor patologie Ïivota-
schopn˘. Rudolf Virchow (1821 - 1902) byl prÛkopníkem
patologie ve své dobû. Takov˘ch individualit bylo málo a t˘mo-
vá práce nebyla tak nutná jako dnes. R. Virchow a jeho ãetní
Ïáci a následovníci pouÏívali k diagnostice tehdy moderního
pfiístupu – mikroskopie a histologick˘ch technik. I patolog 21.
století se musí orientovat na nové laboratorní pfiístupy a vyu-
Ïívat moÏnosti, které nabízejí. Vidûní nemoci jen prizmatem
histologického skla se stává vûcí minulosti.

Práce na dílãích projektech je podpofiena V˘zkumn˘mi
zámûry MZ âR a FN v Motole 000 000 64203/6073 a M·MT
âR 1112 0000 5
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