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ZIVOT PATOLOGA MEZI MOLEKULAMI - VYSTROJ A VYZBROJ
PRO PREZITI

HOW TO SURVIVE IN THE VASTNESS OF MOLECULES:
A VIEW FROM A PATHOLOGIST
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USTAV PATOLOGIE A MOLEKULARNI MEDICINY, UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE,
2. LEKARSKA FAKULTA A FAKULTNI NEMOCNICE V MOTOLE, PRAHA

Souhrn: Bioptické vySetfeni ma v diagnostice nadorovych onemocnéni vyznamné postaveni. Tradi¢ni histopatologické a cyto-
logické vySetrovaci metody s vyuZitim histologickych postupii a barveni, doplnéné o imunohistochemickou detekci proteinii
ve tkédni piedstavuji zdklad. Ten v soucasné dobé rozsifujeme o nové vysSetfovaci metody identifikujici zmény v nddorovych
buiikach na trovni proteinii, mMRNA a DNA (vertikalni pohled) a v budoucnu budeme rozsifovat o detekci souborti gentl nebo
jejich produkti soucasné — mikro¢ipové metody (horizontalni pohled). Pfiklady z praktického vyuziti modernich diagnostic-
kych postupii slouZi k ilustraci soudobého trendu rozSifovat spektrum vySetfeni provadénych pracovisti patologie jako zaklad-
niho laboratorniho oboru. Kromé diagnostického aspektu molekularnich vySetfeni je tfeba zdlraznit rozSifovani spektra vySet-
feni s aspektem terapeuticko — indika¢nim (napf. vySetieni proteinu ERBB-2 a genu ERBB2 u nemocnych s invazivnimi
duktdlnimi karcinomy mlécné Zlazy). Kontinualni vzdélavani v oboru patologie a molekularni biologie je pfedpokladem dosa-
Zeni pracovni dlouhovékosti souc¢asného patologa.

Klic¢ova slova: onkologie, histopatologie, molekuldrni diagnostika

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
immunohistochemical detection of proteins in tissues represent the basic principles in diagnostics. The spectrum of
investigations is broadened by methods identifying changes in tumor cells at the level of mRNA and DNA (a vertical aspect),
and in near future will be expanded by detection of groups of genes or their products at one time — microchip technologies
(ahorizontal aspect). Examples based on a practical use of modern diagnostic approaches serve to illustrate a trend to introduce
a spectrum of investigations performed by departments of pathology, which should maintain a role of a basic laboratory
discipline. It is to be stressed that beside a diagnostic importance of molecular investigations there is an increasing importance
of investigations aimed at molecular therapy (eg. detection of ERBB-2 protein and ERBB2 gene in patients with invasive duct
carcinomas of the breast). A continuous training in the field of pathology and molecular biology is a prerequisite for longevity

of any pathologist.
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Obor patologie (dfive také nazyvany patologickd anatomie)
byl v minulych stoletich v mnohych smérech pfedvojem vyvo-
je mediciny. Osvojil si pokrokové metody opiené o mikro-
skopické a v sedmdesdtych letech dvacétého stoleti o ultra-
strukturdlni pozorovani. Na jeho zdkladech pocaly vyristat
nové discipliny (histochemie, imunohistochemie) i nové obo-
ry (napf. imunologie).

Rozvoj biologickych poznatkti od doby objasnéni podstaty
genetické informace a jejiho pfepisu do proteinli podstatné
zménil uvaZovéni o patobiologii nemoci a zménil pohled na
mnohé nosologické jednotky. Mikroskopické techniky, stéle
pouZivané jako zdklad pro vySetfeni v oboru patologie, pie-
hych pfipadech nejsou dost citlivé napiiklad k identifikaci jed-
notlivych naddorovych bunék diseminovanych do kostni dfené.
Aby patolog mohl vySetfovat nemocné v souladu se soucas-
nymi naroky na diagnostiku onemocnéni a zohlednil nové
poznatky o chorobnych déjich, musi dopliiovat své znalosti
avyzbroj o nastroje vyuzivané dosud pouze v biologii ¢i gene-
tice.

S narGistajicimi moZnostmi detekce proteint (regulacnich, ¢i
strukturdlnich) béhem poslednich dvaceti let byl rozvoj pato-
logie imunohistochemickym smérem piedvojem hlubsiho

pohledu do déni v buiikich. Pfedznamenaval obdobi moleku-
larni patologie na irovni proteinové diagnostiky a komplexni
pohled na vzdjemné vztahy mezi proteiny v bufice - proteo-
miku. Proteinova diagnostika bude mit stale vétsi vyznam, pro-
toZe kromé identifikace bunécné pfiznacnych antigennich epi-
topi (tedy diagnostické vytéZnosti) ukazuje i aktudlni funk¢ni
situaci v buiice (napf. bunécnou kinetiku, obr. 1a). Proteino-
vou diagnostiku miizeme aplikovat nejen in situ na histolo-
gickém skle (imunohistochemické metody), ale také v peri-
ferni krvi, v kostni dfeni a v homogenatu tkdn¢ - pomoci
pratokové cytometrie (1). Priitokovy cytometr je pfistroj, kte-
ry kombinuje princip fluorescen¢niho mikroskopu a hemato-
logického analyzatoru a tudizZ umoziiuje simultdnni analyzu
velkého poctu ¢astic a soucasné omezuje faktor subjektivniho
hodnoceni. Standardnim vystupem cytometrického vySetfeni
je zastoupeni buné€k nesoucich dany antigen vyjadiené v pro-
centech. Vyhodou této metody je moZnost stanoveni koexprese
bunéénych antigenti, coZ predpokladd pouziti monoklondalnich,
vétsSinou pfimo fluorescencné znacenych protilatek. BéZné
cytometry vybavené argonovym laserem umoZziiuji soubéznou
aplikaci tii fluorochrom a tedy trojbarevnou analyzu, kterd
ma vys§i citlivost neZ analyza jednobarevna a jeji pouZiti je
vhodné zejména pfi detekci minimalni residudlni nemoci. Kro-
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Obr. 1. Piiklad komplexni diagnostiky, v tomto pfipadé lymfomu
z bunék plasté (,,Mantle cell lymphoma*, MCL). PCR reakce k prika-
zu translokace t(11;14) je soucésti kazdého vySetfeni pfi podezieni na ten-
to lymfom, na obrazku neni uvedena

1a — imunohistochemicky prikaz exprese proteinu Ki-67 (hnéda jaderna
pozitivita, peroxiddza / diaminobenzidin), zaroveti s priikazem molekuly
CD20 (¢ervend membranova pozitivita, alkalickd fosfataza / stala Cerveil)
v lymfatické uzlin€; imunohistochemické vySetfeni se dvojim znac¢enim
umoziuje detegovat proliferativni frakci v CD20 pozitivnich naddorovych
buiikdch — vySetfeni ma vyznam v prognostickém odhadu chovani nadoru;
1b — pritokova cytometrie provedend z lymfatické uzliny; identifikace
koexprese molekuly CD5 a CD19 u nadorové populace, kterd je zastou-
pena ve vySetfovaném vzorku jako vétSinové;

1c — imunohistochemicky pritkaz overexprese proteinu cyklin D1 v kost-
ni dieni (Cervend jadernd pozitivita, alkalickd fosfatdza / stdla Cerveil);
overexprese vznika na zakladé patologické stimulace genu CCND1 kédu-
jiciho cyklin D1 pfi translokaci t(11;14)(q13;q32);

1d — prikaz translokace t(11;14)(q13;q32) metodou I-FISH v histologic-
kém fezu lymfatické uzliny (dva fizni Cerveno-Zluto-zelené signaly z trans-
lokovanych oblasti, jeden signal zeleny — intaktni oblast alelického loku-
su 14q32 ajeden signél Cerveny —intaktni oblast alelického lokusu 11q13).

meé analyzy mizZe pratokovy cytometr slouZit rovnéz ke tiidé-
ni (sortovani) Castic, coZ je zatim vyuZivano spiSe k experi-
mentilnim ucelim: vSe vypracované predev§im v hematopa-
tologii u leukémii a lymfomi (obr. 1b). Dals$i moZnosti
proteinové diagnostiky je izolace proteint a jejich studium
pomoci blotovacich technik (western blotting, umoZiujici
identifikaci proteinu na zdkladé¢ jeho fyzikalnich vlastnosti
a molekulové hmotnosti a také CasteCnou kvantifikaci).
S postupem vyvoje poznéni si v§ak uvédomujeme, Ze je potieb-
né divat se na procesy v buiikdch komplexné a Ze vyuZiti jen
jednoho pfistupu (proteinové diagnostiky) neni dostatecné.
Proteiny vznikaji translaci genetické informace z informac-
nich ribonukleovych kyselin (mRNA), do kterych byla tato
informace prenesena transkripci z pfislu§nych genit (DNA),
a to za fysiologickych i patologickych podminek. V mnoha
pfipadech rutinniho vySetfovani tkéni je tfeba mit tento pfe-
nos genetické informace na zieteli a ve vybranych pfipadech
by mél patolog pfistoupit k vySetfeni dil¢ich sloZek bunécnych
regulaci nejen na horizontélni urovni —tedy pfi vySetieni expre-
se proteintl, ale také na drovni vertikalni — tedy pii snaze vysveét-
lit pfi¢inné souvislosti tvorby proteinu na tirovni DNA a RNA
(obr. 1c,d). Pomoci imunohistochemickych technik miZzeme
totizZ prokazat napiiklad akumulaci proteinu v buiice nebo ve
tkéni, protein v8ak nemusi byt funk¢ni; imunohistochemicky
pritkaz miZe tedy byt, bez znalosti aktivity transkripce a trans-
lace zjisténé pomoci molekuldrnich metod, myln€ interpreto-
van jako zvySend tvorba proteinu.
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Ke komplexnimu vySetieni (protein, RNA, DNA) ma patolog
dobré pfedpoklady. Ovlad4 zpracovéni tkdni a dokdze na zékla-
dé mikroskopického vySetfeni vybrat tkan potfebnou ke spe-
cializovanym vySetienim. Po zmrazeni (které uchov4 struktu-
ru i cytologii bun€k a také nukleové kyseliny v dostatecné
kvalit€ pro jejich izolaci) miZe patolog identifikovat tu Cast
tkané, kterd je chorobn€ zménéna a kterd by méla byt v dalSich
krocich analyzovéna. Patolog ma tak v rukou prvni kroky roz-
hodovaciho procesu o tom, jaky proces se vySetfuje a o tom,
které tkanové struktury, piipadné které buriky jsou k tomuto
vySetieni vhodné (plati zejména u tzv. solidnich nadori). Na
zaklad¢ morfologického vySetieni miZe patolog navrhnout,
jaké spektrum dal§ich metod je vhodné aplikovat.

Neni vSak moZné, aby specializované molekuldrni vySetieni
vykonéval patolog sam. Tak jako je chirurgie jiZ po mnoho
desetileti tymovou praci, a je to tym nejen chirurgi, ale také
anestesiologil a dalSich specialistli, musi také patolog rozvijet
tymovou ¢innost. Urcity princip tymovosti se spontdnné uplat-
fiuje jiz mnoho let. Naptiklad makroskopickd diagnostika
nékterych onemocnéni je v rukou gastroenterologli vySetiuji-
cich endoskopickymi technikami, dermatologti nebo gyneko-
logti. Mezioborova spolupréce je zde potfebna, je tieba ji déle
védomé péstovat, protoZe ne na vSech pracovistich je idedlné
funk¢ni (napf. informovanost vySetiujiciho patologa o klinic-
kém stavu pacienta byva c¢asto nedostatec¢nd). Do vlastniho
tymu patologa je vhodné a dokonce nutné pfizvat odborniky
z oblasti molekularni diagnostiky, ktefi ovladaji technologie
studia jak proteint, tak nukleovych kyselin, dosud patology
malo vyuzivané. Potencidl znalosti a dovednosti se tak sdili
mezi odbornostmi a obohacuje patologa, stejné tak, jako mole-
kularniho biologa. Takovy tym by mél pracovat nejen na
vyzkumu urcité problematiky (blizké tomu ¢i onomu zafizeni
patologie), ale i v oblasti diagnostiky. JiZ v soucasnosti je jas-
né, Ze diagnostika mnohych onemocnéni se bez komplexniho
pristupu neobejde. V rutinni praci patologa zasluhuji stale vét-
8 z4bér jiZz zminéné metody identifikujici d&je v nddorovych
buiitkdch na drovni genu (DNA), transkriptu (mRNA) a prote-
inu, pfedevsim v diagnostice nidorovych onemocnéni. Iden-
tifikace téchto vertikalnich regulaci jsou podstatné. MiZeme
uvést prakticky pripad s dopadem na terapii:
Imunohistochemické vySetfeni exprese proteinu ERBB-2
unemocnych s invazivnimi duktalnimi karcinomy mléc¢né Z14-
zy za ucelem indikace terapie humanizovanou monoklondlni
protilatkou Herceptin (trastuzumab, Genentech, Inc.). Toto
vySetfeni neni v nékterych pfipadech jednoznacné interpreto-
vatelné. ProtoZe overexprese proteinu je u vétSiny piipadi zpt-
sobena amplifikaci genu ERBB2 (17g21), je obecnym trendem
podporovat proteinovou diagnostiku diagnostikou genovou -
vySetfenim amplifikace genu ERBB2 metodou fluorescencni
in situ hybridizace - FISH (2), (obr. 2a,b). Jak se ndm podafilo
prokazat, ne vZdy je overexprese proteinu ERBB-2 zplisobena
amplifikaci genu. Pii vySetfeni mRNA jsme zjistili, Ze u vétsi-
ny piipadu je sice dobrd korelace mezi zvySenym poctem kopii
genu a zvySenou hladinou transkriptu, ale u né€kterych nemoc-
nych miZe byt zvySend mRNA a overexprese proteinu (3+)
zpisobena jinymi faktory neZ amplifikaci genu (3). V patoge-
nezi tohoto nalezu se tedy uplatiiuji regulacni zmény na trov-
ni transkripce. Kdybychom vs§ak pfistoupili ,,jen na soucasny
trend diagnostiky, bylo by sporné, zda by nemocné pfi zjiSténi
overexprese ERBB-2 proteinu bez amplifikace ERBB2 genu
mél byt aplikovén preparit Herceptin. Z tohoto pfikladu tedy
vyplyva nutnost komplexniho ptistupu k diagnostice na zékla-
dé uceleného laboratorniho vystupu s fundovanym epikritic-
kym zhodnocenim.

Aplikace Herceptinu u nemocnych s karcinomy mlé¢né Zlazy
je pouze jednim ptikladem. Onkologické terapie se za¢ind ori-
entovat na léky, které jsou cilené vyvinuty na néktery speci-
ficky znak nddorovych bunék. Tyto postupy vSak vyzaduji
a budou i v budoucnu vyZadovat specializovana vySetieni.
Detekce exprese proteind pro nasazeni terapie humanizova-



Obr. 2. Kombinace diagnostickych metod u invazivnich duktalnich
karcinomi mlééné zlazy, priklady morfologického vysetfeni s nava-
zujicim imunohistochemickym pritkazem proteinii a vySetfeni meto-
dou I-FISH s lokus specifickymi sondami

2a — imunohistochemicky priikaz overexprese proteinu ERBB-2 v histo-
logickém fezu; intenzita reakce je hodnocend 3+ (hnédd membrénova pozi-
tivita, HercepTest, DakoCytomation);

2b - silnd amplifikace genu ERBB2 (Cervené signaly) a zvySeny pocet
chromosomu 17 (zelené signdly) v jadfe nadorové butiky v otiskovém pre-
paratu, I-FISH; vysledek overexprese proteinu (2a) a amplifikace genu
(2b) dobte koreluje a pacientka je z tohoto pohledu indikovana k terapii
Herceptinem;

2c¢ — imunohistochemicky pritkaz proteinu TP53 v histologickém fezu
(hnédé jaderna pozitivita, peroxiddza / diaminobenzidin); akumulace pro-
teinu s moZnosti jeho imunohistochemické detekce je projevem patolo-
gickym, pfi¢iny jsou vSak rtiznorod¢;

2d - prukaz poctu kopii genu TP53 v otiskovém preparétu (Cervené sig-
naly, I-FISH), priklad ztraty heterozygozity s jednim signalem v oblasti
genu TP53 v jedné buiice, ve druhé butice I-FISH ukazuje ob¢ alely genu
TP53; tato metoda je pouze orientacni, pro detailni analyzu je nutnd sekve-
nace genu TP53.

nymi monoklonalnimi protildtkami je toho pfikladem jiZ dnes
(vySe zminény karcinom mlé¢né Z1azy), gastrointestinalni stro-
malni nadory - imatinib mesylate (Glivec, Novartis, Europ-
harm, Ltd.), lymfomy B fady — rituximab (Rituxan, Genen-
tech, Inc.). V klinickych testech se objevuji dalsi preparaty.
Z patologie se v tomto ohledu stava obor nejen diagnosticky,
ale také terapeuticko-indikacni. A to je podstatnd zména ode-
hrévajici se v poslednim desetileti. Nebude-li patolog schopen
indika¢ni podminky pro leckdy velmi nékladnou terapii sta-
novit, pfevezme problematiku ten obor, ¢i ta skupina specia-
listd, ktery/kterd si tyto podminky pfipravi. Pokud takovi
odbornici pracuji izolované, nemaji fddnou podporu morfolo-
gické diagnostiky a neznaji neobycejnou pestrost patologic-
kého spektra nalezl ve vySetfované tkani. Pfi takovém postu-
pu mohou pfi specializovanych vySetfenich unikat nejen
morfologické podrobnosti, ale i zdkladni informace o jakou
tkan ¢i o jaky typ chorobného déje jde. Zde si dovoluji jen krat-
ce poznamenat do vlastnich fad, Ze cesta extenzivniho vySet-
fovani v rdmci oboru patologie za daného poctu erudovanych
patologti vedla ke stagnaci vyvoje smérem do hloubky a kva-
lity a patologie ztrici krok i tam, kde ma tradi¢né v diagnosti-
ce nezastupitelnou tlohu (zfetelné se to projevuje pravé v dia-
gnostice onkologickych onemocnéni).

Metodou, kterd spojuje vyhody histopatologického vysetfeni
s pohledem do buné¢k na drovni DNA i RNA je in situ hybri-
dizace, chromogenni (CISH) nebo fluorescen¢ni (FISH), vyu-
Zivajicirzn€ znacené sondy (obr. 2b, d). Vyhodou in sifu hyb-
ridizace proti PCR je moZnost detekce velkych usekl

nukleovych kyselin (sondy pokryvaji stovky kilobazi) a moz-
nost vizualizace pifimo ve tkini bez homogenizace (nutné pfi
izolacich DNA a RNA). V oboru patologie je metoda FISH
vhodna pro DNA diagnostiku na jadrech v interfazi (tzv. I-
FISH). Tento pristup, na rozdil od cytogenetického vySetfeni,
umozni vySetfovat nejen jednotlivé buriky, ale také histologic-
ké fezy. Odpada nutnost kultivace bunék a predevsim je moz-
né buiiky studovat v kontextu se strukturdlnim usporaddnim
tkané — tak 1ze presné identifikovat jednotlivé typy bunék. Navic
Ize pouZitfezy ze tkani fixovanych formolem a zalitych do para-
finovych blocki, coZ umoZiiuje studium retrospektivni nebo
takové, kde neni moZnost ziskat Cerstvé buiiky / Cerstvou tkém.
Vyhodou in situ hybridizace je to, Ze i v pfipadé normdlniho
nalezu, tedy absence hledané zmény (napf. translokace) Ize pfi-
pad spolehlivé diagnosticky zhodnotit, protoZe signaly jsou pii-
tomny, ale v normdlnim usporadani. Pfi PCR vySetieni absen-
ce ocekdvaného produktu miZe znamenat nepiitomnost
specifické genové zmény nebo také variantni zménu nezachy-
cenou pouZzitymi primery a v neposledni fad€ také neprobéh-
lou reakci (pfi pouZiti pozitivnich a negativnich kontrol v kaz-
dé PCR a pfi amplifikaci kontrolniho genu lze vSak i pfi

Obr. 3. Priklady detekce chromosomalni translokace t(8;14) metodou
I-FISH (Burkittiv lymfom; absence translokace u velkobunééného
difusniho B lymfomu) a chromosomalniho zlomu (u Ewingova sar-
komu/ periferniho neuroepiteliomu, ES/PNET a diagnosticky vyznam
imunohistochemického vysSetieni)

3a — Burkittiv lymfom: prikaz t(8;14)(q24;q32) a poctu kopii chromo-
somu 8 v jadie nadorové buriky (histologicky fez) metodou I-FISH (dva
fazni Cerveno-Zluto-zelené signdly z translokovanych oblasti, jeden sig-
nél zeleny — intaktni oblast alelického lokusu 14g32 a jeden signl Cerve-
ny — intaktni oblast alelického lokusu 8q24, dva signaly modré — centro-
mery chromosomu 8);

3b — jadra nddorovych bunék bez pfitomnosti t(8;14)(q24;q32) - dvé int-
aktni oblasti 8q24 a 14q32, dva signély pro centromery chromosomu 8
u difusniho velkobuné¢ného B lymfomu, nddor se morfologicky podobal
Burkittové lymfomu (u pfipadu jsme neprokazali ani variantni transloka-
ce t(2;8) a t(8;22) ); vySetieni ma vyznam pro dalsi postup v terapii;

3c — ES/PNET: pritkaz chromosomalniho zlomu v oblasti genu EWS na
22q12 metodou I-FISH v jadfe nddorové buiiky (histologicky fez, odda-
leni zeleného a Cerveného signélu svédci pro chromosomalni zlom v loku-
su EWS genu); vySetfeni vyuZiva princip stdlého zlomu genu EWS - jde
tedy o skreening zlomu, pro pfesné vymezeni jednoho z moZnych trans-
lokacnich partnert je tfeba postupovat pomoci PCR; vySetfeni napomaha
v diferencidlni diagnostice nediferencovanych kulatobuné¢nych nédort;
3d - imunohistochemicky prikaz exprese molekuly CD99 charakteris-
tické pro skupinu nadorid typu ES/PNET (hnédd membranova pozitivita,
peroxiddza/diaminobenzidin); vySetfeni je relativné specifické a pri dob-
ré korelaci s morfologickym obrazem lze diagnosu stanovit spolehlivé;
vyhodnd je ov§em kombinace s metodou I-FISH a nisledné PCR.
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nepiitomnosti produkti PCR vyloucit laboratorni chybu a zvy-
Sit procento jistoty, Ze hledand zména neni ve vySetfeném mate-
ridlu skute¢né pfitomna). Pomoci in situ hybridizace na jadrech
v interdzi je moZné zjistovat pocty chromosomu (centromeric-
ké sondy), specifickych genovych tiseki (napf. lokusy s onko-
geny — stanovit jejich pocet, zjiStovat amplifikace, pfipadné
i nékteré delece, obr. 2b,d). I-FISH je vhodna také k detekci
chromosomalnich translokaci (napf. u lymfomu z bunék plas-
t€ — obr. 1d, nebo u Burktittova lymfomu - obr. 3a). S vyhodou
vyuZzivame posouzeni chromosomélnich zloma. Je vhodné pro
skreening translokaci zdkladniho lokusu s pfisluSnym genem,
u kterého existuje vice partnerskych genti — napt. gen EWS na
22q12 mé nejméné 8 zndmych translokaci u fady nddortt mek-
kych tkéni a kosti — obr. 3c, tabulka 1. Na trovni mRNA Ize
pomoci FISH prokazovat napf. klonalitu lymfoidnich popula-
ci prikazem mRNA pro lehké fetézce imunoglobulint; in situ
hybridizace se béZné vyuZiva v diagnostice virovych infekci
(EBV, HPV a dalsich). Je vSak nutné zdiraznit, Ze vySetfeni
metodou [-FISH je vyhodné a Zadouci kombinovat s vySetfe-
nim cytogenetickym, a to vZdy, kdy je to mozZné. Cytogenetic-
ké vySetieni povaZujeme za zdkladni, informujici o chromoso-
malnich zméniach v mnoha aspektech, zatimco I-FISH je
zaméfena na konkrétni pfedpoklddané zmény, které indikuje
fundovan4 histopatologicka diagnostika.

Pod pojmem molekularni diagnostika se béZné rozumi dia-
gnostika na trovni nukleovych kyselin (i kdyz diagnostika pro-
teinova je bezesporu také soucdsti molekularni diagnostiky).
Na naSem pracovisti byla zaloZzena Laborator molekularni pato-
logie (LaMPa) v roce 1994 (o jeji praktické uvedeni do Zivo-
ta se zaslouZili spolupracovnici, dr. J. Soukup a Mgr. R. Dah-
biova). V té dob€ jsme rozvinuli tzv. diferencidlni PCR pro
detekci amplifikace genu MYCN (2g24.1) u déti s neurobla-
stomy (4). To mélo zdsadni vyznam pro prognosu i terapii one-
mocnéni a vysledky pfispély k indikaci 1é¢by transplantaci
kmenovych hemopoetickych bunék. Rozvoj diagnostiky si
postupné vyZidal roz8ifeni laboratofe, zmény v tymu1i ve vyba-
venosti pracoviste.

K praktickému provozovéani molekularni diagnostiky na trov-
ni DNA (PCR) a RNA (RT-PCR, reverzné transkriptazo-
va PCR) je tfeba vybaveni laboratofe zakladnimi pfistroji
(cyklery, elektroforézy, centrifugy, lamindrni boxy, hlubo-
komrazici boxy, detek¢ni zafizeni pro sniméni gelt). S timto
vybavenim lze zacit diagnostiku napf. specifickych translo-
kaci u riznych skupin nddorfi, zejména lymfoma a nadort
mékkych tkdni. Nadstavbou je pak sekvenator nezbytny pro
pfesnou analyzu sekvenci bazi nukleotidi, viz dale.

V soucasné dob& vyuZivame molekuldrnich metod k doplné-
ni histopatologické diagnostiky u nddortt mékkych tkéni —
u synovidlnich sarkomii — detekce t(X;18) s fuzi gend SYT
(SSXT)aSSX1 nebo SSX2 (ptipadné dalSich vzacnéjSich vari-
ant) (obr. 4a,b) a u alveoldrnich rabdomyosarkomii — t(2;13)
s geny PAX3/FKHR at(1;13) s geny PAX7/FKHR (obr. 4c,d).
Vymezeni typu translokace u alveoldrnich rabdomyosarkomu
ma také prognosticky vyznam (5). U skupiny Ewingova sar-
komu | periferni neuroepiteliom (ES/PNET) postacuje pro
rutinni bioptickou diagnostiku histologicky obraz a imuno-
histochemicky prikaz molekuly CD99, pfipadné doplnény
o metodu I-FISH s prikazem zlomu genu EWS na 22q12 (obr.
3c,d); partnera genu EWS lze presné identifikovat jen mole-
kularni analyzou, tedy prikazem specifické fuze gent, tedy
genu EWS nejcastéji s genem FLI1 pfi translokaci t(11;22) (6).
Mnohé dalsi jednotky jsou v nasem bioptickém materidlu vzac-
néjsi, avSak z praktického hlediska neni obtizné do algoritmu
diagnostiky zaclenit PCR /RT-PCR detekci specifickych geno-
vych prestaveb, pokud je zndma sekvence pfisluSnych fazuji-
cich gentd. Takovym pfikladem je u déti kongenitdlni (infan-
tilni) fibrosarkom s translokaci t(12;15) se vznikem ftizniho
genu ETV6 a NTRK3 a u dospélych naptiklad tzv. sarkom
mékkych tkdni ze svétlych bunék (maligni melanom mékkych
tkani) s translokaci t(12;22) a vznikem fizniho genu ATF1
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Obr. 4. Kombinace imunohistochemického vySetfeni a vySetieni mole-
kularniho u synovialniho sarkomu (a,b) a alveolarniho rabdomyo-
sarkomu (c,d)

4a — imunohistochemicky priikaz exprese cytokeratintl (hnéda cytoplas-
matickd pozitivita, peroxiddza / diaminobenzidin), nélez zpravidla pfi-
tomny u tzv. bifazickych forem sarkomu, méné ¢asty u monofazickych
forem, jehoZ pfiklad je na vyobrazeni; ne vZdy je vSak vySetfeni cytoke-
ratint pozitivni, pak zdleZi na zkuSenosti patologa, ale s vyhodou, zejmé-
na u monofazickych forem, miizeme pouZit PCR;

4b — RT-PCR priikaz fize SYT/SSX2 pomoci konsensus a specifickych
primer u synovialniho sarkomu;

4c—imunohistochemicky prtikaz exprese myogeninu —regula¢niho jader-
ného faktoru charakteristického pro rabdomyoblasty u riiznych sarkomtl,
nejcastéji u rabdomyosarkomi (RMS), v tomto pifpadé jde o alveoldrni
RMS (hnéda jaderna pozitivita, peroxiddza / diaminobenzidin); diagnosa
RMS pomociimunohistochemie je spolehlivd, je v§ak vhodné ndlez ualve-
olarnich RMS (nebo pfi podezieni na tento typ RMS) dopliiovat pomoci
PCR;

4d - RT-PCR priikaz fize PAX3/FKHR u ¢tyfech nemocnych s alveo-
larnim rabdomyosarkomem; vySetfeni je vhodné pro zakladni diagnosti-
ku, pro sledovéni minimalni residudlni nemoci, ptipadné pro ovéfeni Cis-
toty autologniho transplantitu hemopoetickych kmenovych bunék.

SYT
S8X ¥

cons., —

S3X2

a EWS. Obdobna situace je u myxoidniho liposarkomu
s t1(12;16) s fazi geni CHOP a FUS, ptipadné fize CHOP
a EWS pfi t(12;22). Ve vSech piipadech je vSak tfeba usilovat
o ziskani Cerstvého, tedy nefixovaného operacniho materidlu,
coZ zévisi na spoluprici s chirurgickymi a ortopedickymi pra-
covisti. Prehled nejcastéjSich nddorové pfiznacnych chromo-
somélnich translokaci u mesenchymaélnich nddortt mékkych
tkani a kosti uvadi tabulka 1.

U malignich lymfomt je v praktické diagnostice nasi labora-
tofe zavedena detekce klonospecifickych prestaveb imunore-
ceptorovych genti (IGH, IGK, TCR) a translokaci: t(14;18)
u folikuldrnich a nékterych velkobunécnych lymfomii (véetné
kvantifikace produktu), t(11;14) u lymfomu z bunék pldsté,
u tzv. velkobunécného anaplastického lymfomu translokace
zahrnujici gen ALK a jeho variantni partnery (nejcastéji gen
NPM) a translokaci t(11;18)(q21;q21) u MALT lymfomui (7-
11). U vSech téchto onemocnéni je vhodné provadét kromé
diagnostiky primarniho nidoru také vySetieni infiltrace kost-
ni dfen€ a to jak vstupni, tak kontrolni. Kazdé molekularni
vySetieni je bezvyhradné€ nutné konfrontovat s vySetfenim
cytologickym nebo histologickym. Napfiiklad translokace
t(8;14) se typicky vyskytuje u Burkittova lymfomu (obr. 3a),
ale miZe se prokdzat u nékterych velkobun&¢nych lymfomu
B fady, T lymfoblastického lymfomu a u mnohotného myelo-
mu. Samotné molekuldrni nebo cytogenetické vySetieni by tak
mohlo vést ke zcestné diagnose.



Tabulka 1. Pfehled nejvyznamnéjsich specifickych chromosomélnich translokaci se vzni-
kem faznich genti u nadort mékkych tkani a kosti. Detekce translokaci je vyznamna jako
podpora morfologické diagnostiky a v nékterych pripadech je vhodné také ke sledovéni

minimalni residudlni nemoci.

populace piekryvajici specificky pruh minoritné
zastoupené nadorové populace monoklondlné
prestavéného imunoreceptorového genu, ktery je
diagnosticky pro lymfom. Vyhodou PCR je vyso-

Typ nddoru Translokace Fizni geny k4 citlivost v identifikaci specifické zmény a tim

alveolarni rabdomyosarkom 1(2:13)(q35:q14) | PAX3-FKHR daného typu butiky, kiera pedZi vSechny dosud

t(1:13)(p36:q14) | PAX7-FKHR uz'1vanefd1agnovstlcvkej (prlstupl}l/' - mﬁ)rfqloglcky

- — — a imunofenotypizacni (imunohistochemie a pri-

alveolarni sarkom mékkych tkani t(X;17)(p11.2;q25) | ASPL-TFE3 tokovi cyt OmZtIr)i e). Vys okou citlivost PCR mgt od

svétlobunéeny sarkom (maligni melanom béZné vyuzivame pro diagnostiku nejen primar-

mekkych tkénf) t(12;22)(q13,912) | ATF1-EWS nich patologickych procesti (napt. lymfomii nebo

kongenitélni fibrosarkom a mesoblasticky nékterych naddortt meékkych tkéni), ale také pro

nefrom 1(12;15)(p13:925) | ETV6-NTRK3 diagnostiku procesii diseminovanych do kostni

dermatofibrosarcoma protuberans t(17;22)(q22;q13) | COL1A1-PDGFB diené pred, ale ZCJI(Tlléna také po tergpll (detekce
I o ) - tzv. minimalni residualni nemoci) (6, 10).

desmoplasticky kulatobunétny nddor t(11;22)(p13:q12) | WTI-EWS RT-PCR vyuZivajici mRNA identifikuje zm&ny

endometridlni stromélni sarkom t(7,17)(p15,q21) JAZF1-1JAZ1 na arovni transkriptu genu. Aphkuje se nejen

Ewinglv sarkom a periferni neuroepiteliom | t(11;22)(q24;q12) | EWS-FLII tam, kde jsou tiseky exonil stfidany introny a cela

1(21;22)(q22;q12) | EWS-ERG oblast je pfili§ dlouh4 pro DNA PCR diagnosti-

t(Z;72§)2(p2%;2q1%)2 E%gg&’é ku, ale také tam, kde je zapotiebi identifikovat

u17:22)(q12:q12) : produkt transkripce a zjistit, zda je zména v DNA

1(2:22)(q33;912) | FEV-EWS TOGUKLLT: a)C 2T p

— - — prepisovana do RNA. Kvantitativni stanoveni

zanétlivy myofibroblasticky nador t(2;19)(p23;p13.1) | ALK-TPM4 transkriptu, napf. pomoci LightCycleru (Roche),

u1:2)(q22-23:p23) | TPM3-ALK umoZzni zjiSt€ni Gcinnosti transkripce a mize

myxoidni chondrosarkom, extraskeletalni | t(9;22)(q22;q12) EWS-CHN(TEC) v mnohych ohledech pfispivatk diagnostice (3).

U9:17)(q22:q11.) | RBPS6-CHN(TEC) | Kvantifikace specifickych tseki nukleovych

1(9;15)(q22;q21) | TEC-TCFI2 . - g .

— kyselin se stdva pro vySetfeni mnoha nemoci

myxoidni liposarkom t(12;16)(q13;p11) | TLS(FUS)-CHOP zasadni. VyuZiva se metod kvantifikace v redl-

1(12:22)(q13:q12) | EWS-CHOP ném Case, tedy kontinuélni sledovéni néardstu

synovialni sarkom t(X:18)(pl1;q11) SYT-SSX1 produktu reakce béhem kazdého PCR cyklu

SYT-SSX2 (RQ-PCR a RQ-RT-PCR, , real-time quantifi-

Ptikladil v praktické aplikaci molekularni diagnostiky je mno-
ho, pfesahuji ramec informativniho pfehledu. SloZeni mozai-
ky vysledki jednotlivych vySetieni (histologického, imunofe-
notypizacniho, hybridiza¢niho a tzv. molekuldrniho) je tedy
pravé tim, kam by mélo vySetfeni v oboru patologie sméfovat.
K ziskéni podrobné;jsi predstavy o klonospecifickych prestav-
bach je tteba produkty PCR déle analyzovat - sekvenovat. Zjis-
téné specifické sekvence dané IGH/ TCR piestavby pak miiZe-
me vyuZit ke konstrukci primertt vhodnych pro detekci
minimalni residudlni nemoci v kostni dfeni postavené na miru
specifické pozice prestaveb segmentli imunoreceptorovych
gent konkrétniho pacienta.

Sekvenacni analyza je samostatnou disciplinou molekularni
diagnostiky, kterd umoziiuje identifikovat zmény genomu na
urovni nukleotidl — detekce mutaci, béZnd napt. v oblasti genu
TP53 (viz napr. databdze mutaci na serveru 2. LF UK, Sed-
ldcek Z., Trkovd M.: www.If2.cuni.cz/projects/germline_
mut_p53.htm.)(12), v oblasti tzv. mutitorovych gend (geny
kodujici proteiny slouZici k reparaci DNA) a v fadé dalSich
oblasti diagnostiky. Specializovanou problematiku velmi dob-
fe podchycenou pfedevsim genetiky piedstavuji dédicné pre-
dispozice ke vzniku nddorovych onemocnéni a vySetfovéni
zarode¢nych mutaci gent zodpovédnych za rozvoj téchto cho-
rob — napt'. gentt APC (13), BRCA1 a BRCA?2 u Zen s karci-
nomy mlécné Zlazy a ovarii (14), u nemocnych s medularni-
mi karcinomy S§titné Zlazy (15) nebo u rodin se syndromem
Lee-Fraumeni (16, 17), Ci tzv. hereditarni nepolyposni kolo-
rektdlni karcinom - HNPCC (dr. Kiepelovd, Ustav biologie
alékarské genetiky UK 2. LF a FN v Motole). MoZnosti jsou
prakticky nevycerpatelné. Sekvenovat produkty PCR reakci
je také vhodné pti diagnostice translokaci k ovéfeni specifity
detegovaného produktu.

Prednosti PCR a RT-PCR diagnostiky jsou nesporné. Reakce
umozni vySetfit DNA/RNA z obrovského mnoZzstvi buné¢k. Pfi
vybéru nereprezentativnfho vzorku tkdn€ vSak miiZe byt v nékte-
rych ptipadech majoritni pfimés bunék, které nejsou predmé-
tem vlastni diagnostiky, a které mohou ovlivnit vysledek reak-
ce - naptiklad tzv. smear u prevazujici polyklonalni lymfoidni

cation®). V nékterych aplikacich neni totiZ iden-
tifikace specifické genové zmény ve smyslu pfitomna / nepfi-
tomna, tak, jak ji stanovi kvalitativni (,,end-point) PCR,
dostate¢na (napf. detekce lymfomovych bunék v kostni dre-
ni). Je nutné posoudit, jaké mnoZstvi specifického produktu je
pfitomno, tj. sledujeme dynamiku onemocnéni a v pribéhu
Casu tedy miZeme srovndvat vyvoj nemoci a i¢innost terapie.
Tento pristup je béZny u onemocnéni se specifickymi geno-

Schéma 1. OSetfeni nativniho opera¢niho materidlu s odbéry pro stan-
dardni histopatologickd a specializovand vySetfeni. Cisla na Cerném poza-
diurcuji vySetieni v Casovych souvislostech a také v logickém sledu podle
indika¢ni ndvaznosti. V odbérech pro extrakci nukleovych kyselin jsou
tkané nebo z fezi ziskanych z parafinovych blocki po fixaci ve formolu
(pferuSovana ¢ara).

FACS —Fluorescence Activated Cell Sorter (priitokova cytometrie); H&E —
barveni Hematoxylinem a Eosinem; IHC — Imunohistochemické vySetfe-
ni; FISH — Fluorescen¢ni In Situ Hybridizace; ISH — In Situ Hybridizace;
RQ-RT-PCR — Real time Quantification-Reverse Transcription PCR

fixace
— ——
ve formolu
R . (<24 hod)

rychlé
zmrazeni
kryostatové homogenizace odbér pro
fezy tkané cytogenetika

X tkanove parafinové
N otisky bloky
peroperaéni . e \ . . o
vySetfeni FACS barveni hlstglogncke
(<30 min) fezy

N TUTR
izolace nukleovych kyselin «---"""""

L\

o H&E
9 (dalsi barveni)
PCR, RT-PCR o HC
RQ-PCR, RQ-RT-PCR
sekvenace FISH (ISH)
KLINICKA ONKOLOGIE 17 1/2004 7



vymi pfestavbami (napf. pfi translokaci t(14;18) u folikular-
nich lymfom) nebo u nemoci se specifickou expresi gent pro
dané onemocnéni (klonospecifita imunoreceptorovych gent
u lymfomt, exprese genu kddujiciho tyrosin hydroxyldzu
u neuroblastomt).

MoZnosti aplikace molekuldrni diagnostiky i dalSich speciali-
zovanych vySetieni komplikuji tradiéni navyky ,.chirurgické-
ho* ptistupu k oSetieni excidovaného nebo resekovaného nado-
ru — fixace ve formolu. Tento postup se stiva opsolentni
avdnesni dobé jej u planovanych vykont povazujeme za chy-
bu. Je tfeba své spolupracovniky z chirurgickych obort vést
k Sir§imu povédomi o moZnostech specializované diagnosti-
ky a o vyhodich, které ptfindseji pro nemocné. Algoritmus
vySetfovaciho postupu v naSich laboratofich uvadime ve sché-
matu 1. V pfipadé nouze, kde neni mozZnost hlubokého zmra-
zeni vzorkl k nasledné izolaci nukleovych kyselin, doporu-
Cujeme tkai rozdélit a representativni ¢ast fixovat v etanolu.
Etanol sice neni vhodny jako zakladni fixativum pro histopa-
tologické aimunohistochemické vySetfeni, ale na rozdil od for-
molu neni¢i DNA ani mRNA (18).

V blizké budoucnosti 1ze ocekavat rozSifovani spektra uvede-
nych vySetieni. Nevyhody PCR zhomogenati tkani, které maji
heterogenni sloZeni, odstrani cilené odbéry jednotlivych bunék
nebo jejich skupin za pomoci laserové mikrodisekce (19). Pii-
nosem bude nepochybné i vyuZiti tzv. sortert pfi vySetieni pri-
tokovou cytometrii. Do diagnostiky bude postupné v¢letfiové-

no vySetfeni komplexnéjs$iho charakteru a to jak na horizon-
talni drovni (vySetfeni exprese mnoha genli souc¢asné pomoci
DNA mikrocipt, mnoha RNA transkriptti pomoci RNA mik-
ro¢ipt nebo mikrocipli zaméfenych na zji§t€ni drovné expre-
se proteinil), tak na drovni vertikdlni — soucasné stanoveni
exprese jednoho proteinu, jeho RNA a DNA. Specifické ¢ipo-
vé karty s vySetfenim pfedem definovaného spektra gent dere-
gulovanych u urcité nosologické jednotky jsou v souc¢asné dobé
zavadény do diagnostiky u mnohych onemocnéni (lymfomy,
karcinomy a dalsi) (20). Je jasné, Ze obor patologie, tak jak je
v soucasnosti provozovéan, nemuiiZe sim o sobg zabezpecit tato
vySetieni. Nicméné by patolog mél stit vedle dalSich specia-
listd (biologl, genetikll) a mél by prosazovat nové diagnos-
tické trendy do praxe. Jen tak bude obor patologie Zivota-
schopny. Rudolf Virchow (1821 - 1902) byl prukopnikem
patologie ve své dobé. Takovych individualit bylo mélo a tymo-
vé prace nebyla tak nutnd jako dnes. R. Virchow a jeho cetni
Z4aci a nésledovnici pouZivali k diagnostice tehdy moderniho
pristupu — mikroskopie a histologickych technik. I patolog 21.
stoleti se musi orientovat na nové laboratorni pfistupy a vyu-
Zivat moznosti, které nabizeji. Vidéni nemoci jen prizmatem
histologického skla se stdva véci minulosti.

Prace na diléich projektech je podporena Vyzkumnymi
zaméry MZ CR a FN v Motole 000 000 64203/6073 a MSMT
CR 1112 0000 5
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