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Souhrn

Vychodiska: V praci predkladdme cytogenetické a molekularné cytogenetické vysetieni u pa-
cientd s nadory kosti a mékkych tkani. Soubor pacientii a metody: Cytogeneticky a molekularné
cytogeneticky, technikami M-FISH a arrayCGH, jsme vysettili soubor 26 pacientl s diagnézou
Ewinglv sarkom/PNET, 15 pacientl s rabdomyosarkomem, 5 se synovialosarkomem a jednu pa-
cientku s nediferencovanym sarkomem. Vysledky: U vétsiny pacient( jsme prokézali nendhodné
chromozomalni strukturalni a pocetni zmény s vyznamem pro stanoveni diagnézy i pro odhad
prognézy. U osmi pacientl s ES/PNET byla cytogeneticky prokdzana pouze t(11;22)(q24;q12),
dalsich osm mélo vedle této zmény sekundarni aberace a Sest pouze sekundarni aberace. Vyset-
fenim pacientd s RMS jsme prokézali jednou t(1;13)(p36;q14) a Ctyfikrat t(2;13)(q35;q14), typické
pro alveolarni, prognosticky nepfiznivy podtyp, a pocetni zmény charakterizujici embryonalni
podtyp u péti pacientl. U Ctyf pacientl se synovialosarkomem byla pfitomna diagnosticka
t(X;18)(p11.2;,q11.2), u jednoho jako komplexni translokace t(X;18;21)(p11.2;q11.2;q11.2) v kom-
plexnim karyotypu spole¢né s dalSimi translokacemi t(2;5)(q24-32;p13-14) a t(12;20)(p11;913).
Vysetieni karyotypu nadorovych bunék jsme korelovali s histopatologickym morfologickym
vysetienim a s klinickymi Udaji o pribéhu onemocnéni. Ziskané vysledky jsme porovnali se za-
hrani¢nimi literarnimi zavéry. Zdvér: Cytogenetické a molekularné cytogenetické vysetieni je
pfinosné v diferencidlni diagnostice nadord kosti a mékkych tkani, zvlasté u podtypd s méné
diferencovanou morfologii, a mélo by tvofit integralni soucast Iécebné péce o pacienty s timto
onemocnénim.
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Summary

Backgrounds: We present the results of a cytogenetic and molecular cytogenetic analysis of a series of patients with bone and soft tissue tumors.
Patients and methods: We analyzed a cohort of 26 patients with Ewing sarcoma/PNET, 15 patients with rhabdomyosarcoma, 5 with synovial sarcoma
and one patient with an undifferentiated sarcoma using the cytogenetic and molecular cytogenetic techniques M-FISH and arrayCGH. Results: We
found nonrandom chromosomal structural and numerical changes with diagnostic and prognostic relevance in most patients. Eight patients with
ES/PNET had only a t(11;22)(q24;q12), eight patients had secondary aberrations as well and six had only secondary aberrations. In the RMS patients
we detected the t(1;13)(p36;q14) once and the t(2;13)(q35;q14) four times, both of them characteristic for the alveolar subtype with poor progno-
sis and numerical aberrations, characteristic for the embryonal subtype, in five patients. Four patients with synovial sarcoma had the diagnostic
t(X;18)(p11.2;,q11.2), one of them had a complex karyotype with a complex t(X;18;21) (p11.2;q11.2;q11.2) together with t(2;5)(q24-32;p13-14) and
t(12;20)(p11;q13). We correlated the karyotype of cancer cells with histopathologic morphologic analysis, clinical outcome and foreign published
results. Conclusion: Cytogenetic and molecular cytogenetic analysis is a valuable diagnostic tool in bone and soft tissue tumors, especially in less

differentiated subtypes, and as such it should be an integral part of curative care.
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Uvod

Sarkomy mékkych tkani participuji podle
rdznych udajd ve spektru nadorl déti
6-15%. Nejcastéjsimi z nich jsou rabdo-
myosarkom (RMS), nediferencovany sar-
kom a synovialosarkom. Fibrosarkom, li-
posarkom a u dospélych viibec nejcastéji
diagnostikovany zhoubny nador mék-
kych tkani — maligni fibrézni histiocy-
tom - jsou u déti spiSe vyjimkou [1]. Di-
ferencialni diagnostika mize byt i dnes,
pfes moznost vyuziti modernich imu-
nohistochemickych technik, obtizna,
zvlasté u méné diferencovanych pod-
typl kulatobunéénych ¢i vietenobu-
nécnych nadord, diky jejich velmi po-
dobnému histopatologickému obrazu.
S vyhodou Ize v diferencialné diagnos-
tické rozvaze vyuzit existenci charakteris-
tickych cytogenetickych translokaci, a to
t(1;13)(p36;q14) a t(2;13)(q35;914) u al-
veolarniho, prognosticky nepfiznivého
RMS, vyskytujici se az u 90% pacientt
a t(X;18)(p11.2;,911.2) u 90% synovialo-
sarkom [2,3]. Na molekularni drovni lze
pfislusnymi technikami prokazat fuzni
gen PAX/FKHR u RMS a SYT/SSX u syno-
vialosarkomu [4,5,6].

Nadory ze skupiny Ewinglv sarkom/pe-
riferni neuroektodermalni néador
(ES/PNET) tvofi 4,4% vsech nadord dét-
ského a adolescentniho véku. ES/PNET
postihuje prevazné dlouhé a ploché kosti,
avsak jeho mimokostni vyskyt neni vyji-
mecny. Jedna se o systémové onemoc-
néni, které se rychle Sifi hematogenni
cestou. Pfiblizné 25 % nemocnych ma jiz
v dobé stanoveni diagnézy metastazy.
Zavedenim multimodalni [é¢by, kombi-

nujici intenzivni chemoterapii s lokalni
Ié¢bou (operace a radioterapie), se vy-
znamné zlepsila prognéza pacientl [1].
Morfologicky patfi ES/PNET do skupiny
nadord z malych tmavych bunék. Tyto na-
dory predstavuji 15% détskych nadoru.
V absolutnich ¢islech to znamend ro¢né
15-20 nové diagnostikovanych nador
tohoto typu u déti a mladistvych. Nadory
této skupiny maji velmi podobnou histo-
logickou stavbu z malych bunék s chu-
dou cytoplazmou a kulatym bazofilnim
jadrem. Jejich patologicko-anatomicka

! I

diagnostika je velmi obtiznd, zhruba
u jedné ctvrtiny pacientl neni mozné
stanovit jednoznacnou diagnézu. Proto
je vyhodné vyuzit k upfesnéni diagnézy
nékterych dnes jiz znamych a specific-
kych chromozomalnich zmén.

Ewingliv sarkom (ES) byl po menin-
geomu prvnim nadorem mékkych tkanf
s popsanou charakteristickou chromozo-
malni zménou. U pacientl s ES/PNET lze
cytogenetickym vysetfenim nadorovych
bunék nejcastéji prokazat patognomo-
nickou balancovanou translokaci mezi
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Obr. 1. Pacient s ES/PNET lopaty kosti kycelni a plicnimi metastazami, zemfrel za
2 roky od stanoveni diagnézy. Karyotyp s indikatory negativni prognézy: 48,XY,+8,
t(11;22)(q24;912),-16,der(16)t(1;16)(q21;q13),+12[6]/polyploidni mitézy. Cyto-
genetické vysetieni bylo upfesnéno arrayCGH: arr cgh 1921.2q44(RP11-326G21—
GS-167K11)x3,8(167 BAC)x3,12(166 BAC)x3,16q12.1g24.3 (RP11-283C7—>RP11-533D19)x1.
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Array CGH

gains: losses:
1921.1-1944 1p36.33-1p12
2p25.3-2q13 3p25.1-3p22.1
chr.5 3p14.2-3p13.11
6p25.3-6p12.3 7-6q14.1-6q27
6q14.1 chr. 10

chr.7 11p15.4-11p11.2
chr. 8 11914.3-11924.3

12p13.3-12q13.3 chr. 13
12q14.1-12921.1  22q12.2-22q13.33
chr. 18

20p12.2-20913.33

chr. 21

Obr. 2. Pacient s generalizovanym ES malé panve, cytogenetické a arrayCGH vysetieni provedeno pfi 1. relapsu, nyni po 2. relapsu do
plic, LU mediastina a dutiny bfisni. Karyotyp s indikatory negativni prognézy: s mnohocetnymi zménami, o modalnim poctu 55~100,

der(16)t(1;16)(q21;q13)x3.

chromozomy 11 a 22, se zZlomovymi misty
v pruzich g24 a q12 - t(11;22)(q24;912).
Translokace se vyskytuje u 85-95% pa-
cientd s timto onemocnénim. V dlsledku
této translokace se vytvaéfi aktivni chi-
méricky fuzni gen EWS-FLI1, jehoz tran-
skript lze jednoduse prokazat mole-
kuldrné genetickou metodou reverzni
transkripce-polymerazové fetézové
reakce (RT-PCR), ktera je dnes rutinné vy-
uzivana pro stanoveni diagnézy [7].

Translokaci t(11;22) Ize prokazat jak u ES,
tak u vzacnéjsiho Askinova malobunéc¢-
ného nadoru torakopulmondlni oblasti
a perifernich neuroepiteliom, coz doklada
jejich spole¢ny neuroektodermalni plivod.
Vedle nejobvyklejsi t(11;22) se vyskytuji
zhruba u 10% nemocnych tzv. variantni
translokace t(21;22), t(7;22) a t(16;22), které
maji rovnéz vyznam pro stanoveni spravné
diagnézy [8]. Na chromozomu 22 je vzdy
zahrnuta oblast, ve které je lokalizovan gen
EWS, ktery fazuje s geny FLI 1, ERG nebo
ETV 1 na chromozomech 11, 21 nebo 7.
Zména v oblasti genu EWS je tedy s nej-
vétsi pravdépodobnosti primarni [9].

U fady pacientl s ES/PNET Ize proka-
zat dalsi pfidatné (sekundarni) chromo-
zomalni zmény, které jsou v soucasnosti
pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Na-
zory na jejich klinicky vyznam, prede-

vsim pro odhad prognézy nemocnych,
nejsou totiz jednotné. Predpoklada se,
ze nékteré zmény by mohly upozorriovat
na onemocnéni vice rezistentni vici tera-
pii, s rizikem progrese ¢i lokalni recidivy.
Mezi sledované sekundarni zmény patii
del(1p),+8,+12[10,11].

U dalsi sekundarni zmény, nebalanco-
vané translokace der(16)t(1;16), se pred-
poklada negativni vliv na preziti pacientt
s ES/PNET. Ve vétsiné zvefejnénych stu-
dii se uvadi, ze se vyskytuje u pacient(
s metastazami nebo s ¢asnym relapsem
onemocnéni [10,12]. Tato zména neni
vyslovené specifickd pro Ewinglv sar-
kom, relativné castd je u Wilmsova na-
doru, retinoblastomu, nadord mlé¢né
zlazy ¢i u mnohocetnych myelomu. Byla
déle prokazana jako sekundarni zména
u alveolarniho rabdomyosarkomu a ex-
traskeletarniho myxoidniho chondro-
sarkomu. Zlomovda mista na pfislusnych
chromozomech jsou variabilni [13,14].
S nejvétsi pravdépodobnosti predsta-
vuje obecné platny specificky cytogene-
ticky marker nadorové progrese [15]. Jeji
odhaleni v karyotypu nadorovych bunék
pacienta maze prispét k volbé intenziv-
néjsi terapie. Rovnéz polyploidie (zmno-
Zzeni chromozomi sady) a komplexni
karyotyp zfejmé predstavuji indikator ne-

gativni prognézy u ES/PNET [10]. V praci
Kullendorf et al méli pacienti s nadbytec-
nym 1q chromozomem a s celkovym po-
¢tem chromozomu nad 50 infaustni pro-
gndzu [15].

Molekuldrni studie prokézaly ztratu he-
terozygozity (LOH) na 11p15.5, spole¢nou
pro nékolik détskych nadorG: RMS, Wilm-
stv tumor a hepatoblastom. Stejnd zména
hraje roli v etiologii Beckwith-Wiedeman-
nova syndromu, s nimz se tyto nadory ¢asto
sdruzuji, a proto se predpoklada jejich spo-
le¢nd genetickd vyvojova cesta [16].

Cilem nasi prace bylo prezentovat vy-
sledky cytogenetického a molekularné
cytogenetického vysetfeni u souboru
47 pacient( s diagnostikovanymi nadory
kosti a mékkych tkani.

Pacienti a metody

N4as soubor tvofi 26 pacientl s ES/PNET,
15 pacientd s RMS, 5 pacientll se syno-
vialosarkomem a jedna pacientka s ne-
diferencovanym sarkomem. U vétsiny
z nich jsme prokazali zmény v karyotypu
jejich nddorovych bunék.

Pacienti byli éceni dle 1écebnych pro-
tokolll platnych v dobé trvani jejich
onemocnéni.

Materidl pro cytogenetické vysetieni,
odebrany za pfisné sterilnich podminek,
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byl ziskan pfi diagnostickych operacich
a vysetfen paralelné s histopatologickym
vysetienim. Mensi ¢ast vzorkl pochazi

z biopsif pfi relapsu, tedy jiz po 1é¢bé. Za-
kladem Uspésnosti je cerstva nadorova
tkan s zivymi nddorovymi burikami. Tech-

B &
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Obr. 3. M-FISH. Pacientka s nediferencovanym sarkomem a konstitu¢ni aberaci 14. chro-
mozomu, s mentalnim postizenim. V karyotypu nadorovych bunék byly prokazany dva
klony, jeden s typickym nadbyte¢nym chromozomem 8 a druhy s dosud nepublikova-
nou t(2;17)(q?34;q224).

Obr. 4. M-FISH. 46,XY,t(4;19)(q35;q9?13.1-2) [7]. Pacient s nediferencovanym embryonal-
nim sarkomem a plicnimi metastazami zemfel na progresi onemocnéni v plicich a kos-
tech 10 mésicl od stanoveni diagnézy. Dosud byly v literatuie popsany pouze ctyfi
primitivni kulatobunéc¢né sarkomy s t(4;19), ktera je tim povazovana za nendhodnou re-
kurentni translokaci u primitivnich mezenchymalnich nadord.

niky in vitro kultivace se fidi typem nadoru,
pracovni diagnézou, lokalizaci odebrané
tkané. Zpracovani suspenze nadorovych
bunék je provedeno dle standardné v lite-
ratufe popsanych technik [17,18]. Vy3et-
feni je v pfipadé potreby a pfi dostatku
materialu i mitéz doplnéno fluorescenc-
nimi technikami FISH, M-FISH a arrayCGH.
Vysledky vsech metod byly hodnoceny
podle kritérii ISCN 2005 [19]. Studie byla
schvaélena etickou komisi FN Motol.

Vysledky

U osmi pacientl s ES/PNET byla cytogene-
ticky prokdzana pouze t(11;22)(q24;,912),
dalSich osm mélo vedle této zmény sekun-
darni aberace a dalsich Sest mélo pouze
sekundarni zmény. Nélez nebalancované
der(16)t(1;16), trizomie 12 a komplexni
karyotyp se zmnozenim chromozomalni
sady byl spojen s velmi nepfiznivym prd-
béhem onemocnéni, ¢asnym relapsem
a umrtim. Trizomie 8 se vyskytla u ¢tyr pa-
cientl s pfiznivym priibéhem onemoc-
néni a u tii pacientd s metastatickym po-
stizenim jiz pfi diagnéze a nepfiznivym
priibéhem. U jednoho pacienta byla pro-
kazdna misto typické t(11;22) nendhodna
1(4;,19)(935;9713.1-2). U pacientky s nedife-
rencovanym sarkomem a konstitucni abe-
raci 14.chromozomu, s mentéalnim postize-
nim, byly v karyotypu prokézany dva klony,
jeden s typickou trizomii 8 a druhy s do-
sud nepublikovanou t(2;17)(q?34;q724).
ArrayCGH vysetfeni u pacienta s gene-
ralizovanym extraskeletarnim ES malé
panve, z materidlu z prvniho plicniho re-
lapsu, vyznamné zpfesnilo cytogenetické
zmény vcetné exaktnich zlomovych mist
u karyotypu s mnohocetnymi aberacemi
(obr. 2). U dalsiho pacienta s recidivujicim
ES/PNET kosti kiizové, s plicnimi metasta-
zami, arrayCGH vysetieni rovnéz zpresnilo
cytogeneticky karyotyp s indikatory nega-
tivni progndzy (obr. 1). Vysledky cytoge-
netického a arrayCGH vysetfeni uvadime
v tab. 1 v korelaci s klinickymi udaji. Ar-
rayCGH vysetfeni bylo mozné provést jen
pfi dostatku materialu.

Vysetfenim pacient s RMS jsme pro-
kazali jednou t(1;13)(p36;q14) a Ctyfikrat
t(2;13)(q35;914), typické pro alveolarni,
prognosticky neptiznivy podtyp. U dvou
pacientek s t(2;13) byl druhy partner
translokace, derivovany chromozom 13,
zduplikovan. Obé pacientky zemfely na
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Tab. 1. Charakteristika studovanych pacientt s ES/PNET.

Pacient Pohlavi/vék Rozsah onemocnéni Lokalizace Cytogenetika/arrayCGH/PCR/ Stav onemocnéni
cislo (roky) karyotyp/parcialni karyotyp
1 M/2 lokalizovany proces télo obratle L4 t(11;22) CR
2 /7 lokalizovany proces lopatka +2,48,+12,+21 CR
bez t(11;22) i s RT-PCR
Z/13 lokalizovany proces lopata kosti kycelni  t(11;22),+8 CR
4 7/12 lokalizovany proces hrudni sténa +5,45,+6,-9,+20,+21, CR
s postizenim -22,+2xM
axilarnich uzlin bez t(11;22) i s RT-PCR
5 7/14 lokalizovany proces lopata kosti kycelni  t(11;22) DP a ¢asny exitus
atypicka forma venookluzivni
choroby jater
6 M/15 generalizovany proces stydka kost t(11;22)+12 DP a exitus za 2 roky od dg.
(plice, skelet)
7 Z/10 lokalizovany proces ledvina t(11;22),del(5p) zemfela na komplikace |é¢by
8 M/22 generalizovany proces lopatka der(16)t(1;16)x2 DP a exitus za rok od dg.
(plice) RT PCR: t(21;22)
9 M/18 lokalizovany proces femur 1(11;22) CR
10 M/15 lokalizovany proces 10. Zzebro t(11;22),+2,4+8 CR
11 Z/10 generalizovany proces 4.zebro t(11;22) DP a exitus za rok od stano-
(kostni dren, skelet) aCGH: nelspésna veni dg.
12 M/21 generalizovany proces 7.Zebro 1(11;22),+8,+21 DP a exitus 2 roky od stano-
(plice) veni dg.
13 M/6 lokalizovany proces LS patef t(11;22) CR
14 M/17 generalizovany proces femur 51~56,XY,del(5p), exitus za rok od dg.
(plice) +8,+12,+12, der(16)t(1;16),
+20,+21,4+21,
+del(22q),+Mx2
bez t(11;22) i s RT-PCR
15 Z/3 lokalizovany proces 1. Zzebro 46,XX CR
aCGH: gain 5,8
16 M/18 generalizovany proces mald panev mnohocetné aberace, pfes-  DP, zijev3.CR
(skelet) extraskeletarni néji aCGH -
viz legenda k obr. 2
17 Z/3 lokalizovany proces extraosedlni — t(11;22) DP - plice (za 12 let!) po
stehenni svalstvo ~ aCGH: normalni profil ukonceni |é¢by, Zije v 2. CR
18 M/14 generalizovany proces extraosedlni - mnohocetné aberace exitus za rok od dg.
(plice) stehenni svalstvo
19 /12 lokalizovany proces 10. zebro t(11;22),del(22q) CR
20 M/15 generalizovany proces lopata kosti kycelni  t(11;22),der(16)t(1;16), DP a exitus za 2 roky od sta-
(plice) +8,+12 noveni dg.
aCGH: zapis viz obr. 1
21 /2 lokalizovany proces hrudni sténa 46,XX CR
aCGH: loss22q11.22-
22q12.2
bez t(11;22) i s RT-PCR
22 M/15 generalizovany proces 8. Zebro t(11;22) CR
(plice)
»
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Pokracovani tab. 1.

Pacient Pohlavi/vék Rozsah onemocnéni Lokalizace Cytogenetika/arrayCGH/PCR/ Stav onemocnéni
cislo (roky) karyotyp/parcialni karyotyp
23 M/14 generalizovany proces lopata kosti kycelni t(11;22) CR
(plice, skelet)
24 M/17 generalizovany proces perineum t(4;19)(q32;q13.2) DP a exitus za rok po stano-
(plice) veni dg.
25 M/3 lokalizovany proces LS patef s propa- 46,XY CR
gaci do paterniho
kanalu
26 /19 generalizovany proces extraosedlni — t(11;22),+77 lécena, t.¢. dobra dopovéd

(plice)

stehenni svalstvo

M — muzské pohlavi, Z - zenské pohlavi, CR - kompletni remise, DP - progrese onemocnéni, dg - diagnéza
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Obr. 5a. Pacient se synovialosarkomem a komplexnim karyotypem s t(2;5)(q24-32;p13-14),t(12;20)(p11;q13),t(X;18;21)(p11.2;
q11.2;q11.2)[20]. Obr. 5b. M-FISH od téhoz pacienta.

progresi zakladniho onemocnéni. U dalsi
pacientky s alveolarnim RMS byla misto
translokace pfitomna rovnéz typicka
zména add(17)(g25). Pocetni zmény cha-
rakterizujici embryondlni podtyp, s mo-
dalnim poctem 51~60 chromozomd,
mélo pét pacient(.

U 4 pacientl se synovialosarkomem
byla pfitomna diagnosticka t(X;18)(p11.2;
g11.2), u jednoho jako komplexni trans-
lokace t(X;18;21)(p11.2;911.2;911.2)
v komplexnim karyotypu spole¢né s dal-
simi translokacemi t(2;5)(q24-32;p13-14)
a t(12;20)(p11;q13). Komplexni karyotyp
i translokace byly potvrzeny M-FISH tech-
nikou (obr. 5b). U patého pacienta byla cy-
togeneticky odhalena t(11;22)(q24;q912)

spolu s t(17;18)(q21.2;922.3-23). Na-
sledné byl nalez t(11;22) potvrzen RT-PCR
technikou.

Diskuze

Optimalni 1é¢ba pacientl s nadory mék-
kych tkani a kosti Uzce souvisi s pfesnou
diagnostikou. Diferencidlni diagnostika,
s pouzitim standardnich morfologickych
vysetteni, mliZe bytidnes obtizng, a to jak
pro patologa, tak proklinickéholékare. Cy-
togenetickym vysetfenim téchto nador(
byly objeveny nendhodné a v nékterych
pfipadech specifické, tedy diagnosticky
vyuzitelné, chromozomalni translokace
s odpovidajici zménou na molekuldrni
urovni, vétsinou v podobé flizniho genu.

Molekularni techniky PCR umoziuji pro-
kazat fuzni gen i v pfipadé nedostupnosti
vitaIni tkané pro cytogenetické vysetieni
¢i v pfipadé neuspésnosti cytogenetiky,
proto jsou casto vyuzivany pro potvr-
zeni klinické a histopatologické diagnos-
tiky. Kdyz byla poc¢atkem 80. let popsana
mezi prvnimi t(11;22)(q24;q12), vyskytu-
jici se az u 95% nadoru ze skupiny Ewin-
gova sarkomu/PNET, byla povazovéna
za dostate¢né specifickou. Priikaz této
translokace ¢ijejich variantnich forem né-
kterou z dostupnych technik umozfo-
val jednoznacné zaradit nador a potvrdit
diagnoézu. Novéjsi vyzkumy prekvapivé
ukdzaly znac¢nou promiskuitu EWS genu,
ktery je schopen vstupovat do prestaveb
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Obr. 6a. 46,XY,t(11;22)(q24;912),t(17;18)(q21.2;q22.3-23) [4]. Pacient s monofazickym synovialosarkomem dlané pravé ruky, bez ge-
neralizace a s t(11;22), typickou pro Ewinglv sarkom. Translokace (11;22) s fizi gent EWS/FLI1 byla nasledné potvrzena RT-PCR techni-
kou. Bez cytogenetického vysetieni by nebyla odhalena. M-FISH ani PCR technikou se nepodafilo prokazat t(X;18) ¢i fizni gen SYT-SSX,
typicky pro synovialosarkom. Pacient byl Ié¢en s prihlédnutim k t(11;22) a nyni je v klinické remisi 4 roky od stanoveni diagnézy.

Obr. 6b. M-FISH od téhoz pacienta.

i s daldimi geny, nejen ve skupiné nadort
Ewingova sarkomu, ale i u dalSich nadord,
jako je myxoidni chondrosarkom, rabdo-
myosarkom, neuroblastom, a dokonce
i u akutni myeloidni leukemie (AML).
EWS/FLI 1 fazni gen exprimuji bifenoty-
pické sarkomy, s morfologii typickou jak
pro myogenni, tak pro neurdini diferen-
ciaci a polyfenotypické sarkomy [20,21].
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Predpoklada se, ze ackoli EWS/FLI 1 pre-
stavba je nejspi$ transformujici udalosti,
fenotypické vyjadreni této transformace
muze byt riznorodé v zavislosti na fakto-
rech bunécného prostredi. Pouziti pouze
molekuldrné diagnostickych technik za-
loZenych na prikazu specifickych presta-
veb se jevi jako nedostatecné spolehlivé
[22]. Samoziejmosti by méla byt vza-
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Obr. 7. Translokace t(2;13)(q35;q14) je diagnosticka pro alveolarni RMS, vyskytuje se

s frekvenci 70-90 % u tohoto nadoru a je znamkou horsi prognézy. Zde je druhy partner

translokace, derivovany chromozom 13, zduplikovan.

jemna korelace viech dostupnych tech-
nik s histopatologii a klinikou.

V nasem souboru pacientd je z to-
hoto hlediska zajimavy pacient, u néhoz
se, vzhledem k pracovni diagnéze syno-
vialosarkomu, plivodné po t(11;22) nepa-
tralo. Rutinné provddéné cytogenetické
vysetfeni odhalilo tuto pro synovialosar-
kom zcela neobvyklou t(11;22). Byla na-
sledné potvrzena i RT-PCR technikou,
naopak t(X;18), typicka pro synovialosar-
kom, nebyla prokazéna ani na moleku-
[arni drovni. Tyto vzdjemné se dopliujici
nalezy pak byly argumentem pro che-
moterapeuticky postup podévany ob-
vykle u nadorl skupiny ES/PNET. Dal$im
zajimavym pacientem je pacient s ne-
diferencovanym, blize nezafaditelnym
embryonélnim sarkomem, pGvodné vy-
Setfovanym jako Ewingliv nediferenco-
vany extraosealni sarkom. Translokace
t(11;22) nebyla prokdzana ani na moleku-
[arni Urovni, misto ni je pacient nositelem
t(4;19)(935;9?713.1-2), jiz dfive popsané
u primitivnich mezenchymalnich nadoru
[23] a u agresivniho primitivniho neuro-
ektodermalniho ES/PNET [24].

Vzhledem k nizké cetnosti vyskytu
Ewingova sarkomu jsou studie zamé-
fené na korelaci sekundérnich cytogene-
tickych zmén s pribéhem onemocnéni
velmi dllezité, nebot jediné na zakladé
vétsich soubord jasné vyplyne vyznam
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Obr. 8a a 8b. U této pacientky s RMS a t(2;13)(q35;q14) Ize pozorovat klonalni vyvoj, u prevladajiciho klonu je opét druhy partner trans-
lokace, derivovany chromozom 13, zduplikovan.

téchto zmén pro progndzu. Pro sledovani
nékterych cetnéjsich zmén lze vedle kla-
sické cytogenetiky vyuzit i interfazickou
FISH techniku, pfipadné mnohobarev-
nou FISH techniku, pokud je dostate¢né
mnozstvi mitéz. Posledné jmenovana
technika je uzite¢nd pro odhaleni novych
kryptickych translokaci, které nemusi byt
klasickou cytogenetikou zjistitelné. Na-
opak zcela nevhodné je vysetieni pouze
molekuldrnimi technikami PCR, které
jsou zalozené na zachytu nékteré z jiz
znamych translokaci a jejich fuznich pro-
duktd.V soucasnosti se sleduji sekundarni
zmény delece (1p), trizomie chromozom?
8a12anebalancovanader(16)t(1;16). Pu-
vodné se predpokladalo, ze viechny tyto
zmény predstavuji marker prolifera¢niho
zvyhodnéni nddorovych bunék, nékteré
novéjsi studie [10] spojuji trizomii 8 na-
opak s ptiznivéjsim prlibéhem onemoc-
néni, coz se ukazalo i v naSem souboru.
Ctyfi z nasich pacientl s trizomii 8 Ziji
v kompletni remisi onemocnéni. Dalsi tfi
vsak zemfeli. Dva z nich méli v karyotypu
kromé +8 indikatory negativni prognozy
+12 a der(16)t(1;16). Trizomie 12 byva
spojena s komplexné zménénym karyo-
typem a v soucasnosti se povazuje za in-
dikator negativni prognézy hlavné u pa-
cientll s lokalizovanym onemocnénim
[12]. VSichni tfi pacienti méli metastatické
postiZeni jiz v dobé stanoveni diagndzy.

Zavér
Nase zkusenosti, ziskané v priibéhu de-
seti let plsobeni v onkocytogenetické

laboratoti Kliniky détské hematolo-
gie a onkologie FN Motol, potvrzuji z&-
véry vyslovené v zahranicni literatufe
o smysluplnosti cytogenetického vyset-
feni u déti a mladistvych s nadory kosti
a mékkych tkani. Vysetieni by mélo tvofit
integralni soucast komplexni péce o pa-
cienty s timto nddorovym onemocné-
nim, nebot muize poskytnout informaci
s jiz dnes uznavanou diagnostickou hod-
notou. Zaroven pomdha odhalit dalsi
chromozomalni zmény, jejichZz vyznam
pro prognézu se predpoklada a nejspise
bude v nedaleké budoucnosti na vétsich
souborech ovéren. Z tohoto hlediska je
pfinosna ucast v nadnarodnich multi-
centrickych studiich typu Euro-Ewing
99 ¢i RMS-2005.

Zakladem Uspésnosti jakéhokoliv cy-
togenetického vysetfeni je ¢erstva nado-
rova tkan s zivymi nddorovymi bunikami.
Tkan nesmi byt uchovana dosud bézné
zavedenou technikou fixace ve formolu,
a dokonce nesmi byt ani zamrazena (coz
nevadi pfi pouziti molekuldrné genetic-
kych technik). Dale musi byt odebrana
se zachovanim podminek pfisné steri-
lity a ulozena nejlépe do specidlniho cy-
togenetického transportniho riistového
média. Do cytogenetické laboratofe by
méla byt dopravena co nejdfive, nejpoz-
déji do 24 hodin po odbéru.

Méme-li zdjem, aby se vyhody diagnos-
tického vysetieni karyotypu nadorovych
bunék staly dostupnymi pro vsechny
déti a mladistvé s nadory mékkych tkani
a kosti, je nezbytna ucinnda spoluprace

mezi pediatry, operujicimi chirurgy, pa-
tology, cytogenetiky a molekularnimi ge-
netiky. VSichni jmenovani by méli byt se-
zndmeni s Urovni soucasnych znalosti
v nadorové biologii. Jediné tak mohou mit
urcitou predstavu o smysluplnosti zacho-
vaninadorové tkané, odebrané pfi operac-
nim vykonu, pro dal3i vysetfeni, kromé ne-
zbytného vysetteni histopatologického.

Pokud se v histologicky mélo diferen-
covaném ¢i nediferencovaném nadoru
podafi odhalit nékterou z diagnosticky
uzndvanych cytogenetickych translokaci
¢i jinych specifickych zmén, mohou tyto
zmény podpofit ne zcela jednoznacnou
histologickou diagndézu ¢i byt podnétem
k event. pfehodnoceni diagnézy. Navic
jsou cytogeneticky prokazané zmény
pfedstupném cilenéjsich vysetfeni v ob-
lasti zZlomovych mist, s naslednym sek-
venovanim kandidatnich gen(, coz ote-
vird nové moznosti pro mnohem citlivéjsi
diagnostiku molekuldrné genetickymi
technikami i pro sledovani minimalni
zbytkové choroby a volbu cilené terapie.
Proto se predpokladd, Ze nddorova cyto-
genetika bude hrat stale dllezitéjsi roli
v [é¢ebné strategii solidnich nador.
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