MUZE CYTOGENETIK A MOLEKULARNI GENETIK POMOCI DITETI
NEMOCNEMU NADOREM?
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Souhrn: V butikdch malignich nddort se ¢asto vyskytuji numerické a/nebo strukturdlni chromozomadlni aberace, které mohou
byt specifickymi markery nadorovych bunék s diagnostikym i prognostickym vyznamem. Tyto aberace mohou byt prokdzany
vySetfenim karyotypu a n€kterymi molekularn€ genetickymi metodami (FISH, PCR, RT PCR nebo CGH). V tomto sdéleni
demonstrujeme na pfikladu neuroblastomu a nadori ze skupiny Ewingova sarkomu (kostni i extraosalni Ewingtiv sarkom a peri-
ferni primitivni neuroektodermalni nador) vyznam cytogenetického a molekularné genetického vySetieni. Zafazeni pacientt
s neuroblastomem podle prognostického schématu (DNA ploidie, amplifikace genu N-myc, histologické klasifikace, vék v dobg
stanoveni diagnézy a klinické stadium) je zdsadni pro vybér vhodné terapie. Detekce specifickych translokaci t(11;22)(q24;q12)
nebo t(21;22)(q22;q12) u nador ze skupiny Ewingova sarkomu ma vyznam pro pfesné urceni diagndzy a pokud pouZijeme
vysoce citlivou metodu RT PCR (detekuje 1 nddorovou buiiku na 10°-° bun&k nenddorovych) i pro pritkaz minimalni nidoro-
vé choroby. Vyse uvedena vySetfeni jsou nutna nejen pro fadny vybér terapie, ale i pro Gcast v mezinarodnich multicentric-
kych studiich.

Abstract: Numerical and/or structural chromosome aberrations occur frequently in cancer cells. Those aberrations may be
specific markers of cancer cells with diagnostic or prognostic significance and they may be detected by karyotype examination
or by some molecular genetic methods (FISH, PCR, RT PCR, or CGH). The aim of this paper was to exemplify significance
of cytogenetical and molecular genetical examination in neuroblastoma and Ewing_s sarcoma family of tumors (skeletal and
extraskeletal Ewing’s sarcoma and primitive neuroectodermal tumor). Classification of patients suffering from neuroblastoma
into prognostic groups (DNA ploidy, N-myc amplification, histological classification, age at the time of diagnosis, and clinical
stage) is fundamental for therapy selection. Detection of specific translocations t(11;22)(q24;q12) or t(21;22)(q22;q12) in
Ewing\s sarcoma family of tumors is helpful for diagnosis determination and if using sensitive method like RT PCR (detects
1 cancer cell in 10°-% normal cells) also for minimal residual disease. The above mentioned examinations are necessary not only

for selection of correct therapy but also for participation in international multicentric studies.

Jednou z disciplin klinické mediciny, ve které molekuldrni
biologie a cytogenetika nasly jedno z nejvét§ich uplatnéni, je
onkologie. V onkologii byly u€inény nejen vyznamné obje-
vy teoretické, ale metody molekularni biologie se staly nedil-
nou soucdsti vySetfovacich postupl u pacientti s leukemiemi,
lymfomy i nékterymi solidnimi nadory. Je to déno tim, Ze
nadory jsou zplsobeny poruchou regulaci a pravé témito
buné¢nymi regulacemi na drovni molekul se zabyvaji obory
genetika a molekularni biologie. Rada chromozomalnich abe-
raci a genovych mutaci postihujicich nadorovou buiiku je spe-
cifickd pro urcité nadory nebo jejich formy a vyuZivaji se pro-
to v diagnostice a klasifikaci n€kterych nadort. V soucasnosti
je jiz neomluvitelnym prohfeSkem pokud neni provedeno
cytogenetické a/nebo molekularné genetické vySetfeni nado-
rovych bunék u pacientd s leukemiemi nebo s lymfomy.
Vyznam téchto vySetieni pro klinickou praxi vSak stoupa
i u solidnich nadort.

V buiikdch malignich nddora se Casto vyskytuji chromozo-
mélni odchylky jak poctu (ploidie), tak tvaru (struktury). Mezi
strukturdlni aberace fadime delece, duplikace, inzerce a trans-
lokace. Tyto nendhodné zmény predstavuji specificky marker
nadorovych bunék s vyznamem diagnostikym i prognostic-
kym. V mistech chromozomalnich zlom a pfestaveb nastdva
vétSinou zména struktury nebo genového prostiedi riznych
genil véetn€ onkogentl, tumorsupresorovych geni ¢i gend zod-
povédnych za programovanou buné¢nou smrt (apoptdzu).
Analyza téchto zmén na trovni DNA ¢i RNA molekularnimi
technikami, mtZe byt v budoucnosti vychodiskem pro volbu
specifické terapie s cilem navritit tyto zmény do normélu.

Cytogenetické vySetieni coby nutny pfedstupeii cilenych vySet-
feni molekuléarnich hrélo od po¢atku vyznamnou dlohu v roz-
voji poznavani nddorového procesu. Ve zacalo s objevem jed-
noduché chromozomalni zmény u CML, delece 22q, popsané
Nowellem a Hungerfordem v roce 1960. Tato zména se zapsa-
la do historie nddorové cytogenetiky pod dnes jiZ obecné€ zna-
mym pojmem Filadelfsky chromozom (Ph!). Pfes pocate¢ni
nadgeni z tohoto objevu ziistal Ph! chromozém po vice neZ 10
nasledujicich let jedinou zménou prokdzanou u nddort. Tepr-
ve po objevu pruhovacich technik v roce 1970 Casperssonem
bylo mozné diky identifikaci jednotlivych chromozomil roz-
poznat dal$i nendhodné i specifické zmény. Zpocatku postu-
poval vyzkum rychle dopfedu pfedevs$im u leukemii a lymfo-
mul. Prvni prokdzand zména u solidnich nadorti, delece
22q u meningeomu, popsand Zangem a spolupracovniky
v Homburgu, rovnéz zlistala po dlouhd 1éta jedinou objevenou
zménou. Technické obtiZe s in vitro kultivaci bun€k solidnich
nador komplikovaly az do poloviny osmdesatych let rozvoj
této oblasti. Dnes, pies vice neZ desetileté zpoZdéni cytogene-
tiky solidnich nadorti za cytogenetikou hemoblastéz, je zné-
ma celéd fada chromozomadlnich zmén, charakteristickych pro
urcité typy a podtypy solidnich nadori viz tabulka 1. VSech-
ny tyto zmény jsou velmi uZitecné pii diagnostice nddorové-
ho onemocnéni, zv1asté kdyZ miZe byt klasické cytogenetic-
ké vySetfeni doplnéno technikami molekuldrni cytogenetiky
(fluorescendni in situ hybridizace - FISH, mnohobarevna flu-
orescencni in situ hybridizace m-FISH).

VySetfeni karyotypu je zaloZené na cytogenetickém zpraco-
véni in vitro kultivovanych Zivych naddorovych bunék a jejich
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nasledném obarveni pruhovacimi technikami. Na preparatu
jsou pak viditelnd pouze jadra bunék a chromozomy v meta-
fazi. Dosud nepfekonanou vyhodou této techniky je, Ze ana-
lyzuje cely genom . Zachyti tedy vSechny pfitomné zmény,
zatimco ostatni techniky jsou jiZ zacilené na urcitou pfedpo-
kladanou zménu. Nevyhodou klasické cytogenetiky je obtiz-
né odecitani Spatné rozprostfenych chromozomi ¢i karyotypi
s velkym mnoZstvim komplexnich zmén. Tyto nevyhody
pomdhd do jisté miry prekonat FISH vySetfent, které 1ze tispes-
né provadét na interfazickém jadre buiiky. Zv1asté u solidnich
nadori je limitujicim faktorem dostupnost vhodnych sond.
Dalsi technika, m- FISH, kterd jiZ vyZaduje dé€lici se buiiky,
pérh chromozému riznobarevnymi sondami.

Molekularné cytogenetickd metoda komparativni genomové
hybridizace (CGH) vznikla spojenim klasické cytogenetiky
a FISH techniky s metodami molekulérni genetiky, kde se pra-
cuje s izolovanou DNA. Jeji vyhodou je, podobné jako u kla-
sického karyotypovani, moZnost vySetieni celého genomu, ale
nikdy jej nemiZe nahradit. CGH prokéZe sice v§echny delece
a amplifikace, ale povahou metody je dano, Ze je zcela nepou-
Ziteln4 pro balancované zmény (translokace, inverze, inzerce).
Ve srovndni s karyotypem ma vySetfeni na molekuldrni trovni
nékteré vyhody, ale i nedostatky. Pfednosti molekularné biolo-
gického vySetieni spatiujeme v tom, Ze neni potfeba, na rozdil
od klasické karyologie, zachytit délici se buiiky. Pracuje se totiZ
s interfazickymi jadry (FISH) nebo s izolovanymi nukleovymi
kyselinami- s DNA (PCR nebo CGH) nebo s RNA (RT PCR).
K vysetieni 1ze dokonce n€kdy vyuzit i fixovany vzorek zality
do parafinu. Druhou velkou vyhodou téchto metod je podstat-
né vyssi citlivost, takZe mohou odliSit i zménu, kterou lze pfi
vySetfovani karyotypu v mikroskopu zachytit pouze obtiZné&.
Napriklad t(21;22)(q22;q12), kterd se vyskytuje uasi 5 % nado-
rt ze skupiny Ewingova sarkomu. Tuto translokaci 1ze zachytit
nejspolehlivéji vySetfenim FISH nebo RT PCR. V karyotypu ji
1ze prokézat zcela vyjimecné, protoZze morfologické rozdily jsou
velmi malé RovnéZ Ize podrobnéji klasifikovat nékteré chro-
mozomdlni aberace. Napiiklad u t(11;22)(q24;q12), nejCastéj-
§i aberace typickd pro niddory ze skupiny Ewingova sarkomu,
bylo popsédno celkem patnéct forem. Ty se li$i ve zlomovych
mistech v oblasti genit EWS na 21. chromozomu a FLI1 na 11.
chromozomu. Soucasné tidaje naznacuji, Ze jednotlivé formy
této translokace maji prognosticky vyznam. Nelze je vSak odli-
Sit v karyotypu, protoZe se 1i$i pouze o desitky péard bazi, ale
pouze pii vySetfeni RT PCR.

V tomto sdéleni, ve kterém se zaméfime na chromozomalni
aberace a mutace, pfitomné v nddorovych buiikiach a které
,.zdravé* butiky jedince s nddorem nemaji, se pokusime doku-
mentovat vyznam cytogenetického a molekuldrné biologické-
kého vySeteni nddorové butiky na nékolika ptikladech z pra-
xe kliniky détské onkologie .

V soucasné dobé jsou vySetfeni DNA ploidie pritokovym cyto-
metrem a amplifikace genu N-myc (nejcastéji metodou FISH)
u neuroblastomu vyznamnym prognostickym znakem. Tato
vySetieni jsou i sou¢asti Ié¢ebného standardu v Ceské Repub-
lice. Podle kombinaci prognostickych znaka (klinické stadi-
um, vek, histologicka klasifikace, amplifikace N-myc, DNA
ploidie) jsou déti s touto diagnézou fazeny do tii prognostic-
kych podskupin- nizkého, stiedniho a vysokého rizika. Paci-
enti s kombinaci prognosticky nepfiznivych znaki jsou zata-
zeni do programu intenzivni chemoterapie ukonceného
megachemoterapii s naslednou autologni transplantaci hema-
topoetickych progenitorovych bunék. Naproti tomu pacienti
s nejpiiznivéjsi formou jsou mnohdy 1é€eni pouze exstirpaci
nadoru.

Nase vysledky vySetfeni 56 pacientt s verifikovanym neu-
roblastomem nebo ganglioneuroblastomem jsou ve shodé
s literdrnimi Gdaji o prognostickém vyznamu DNA ploidie
(cytometrickd metoda) a amplifikace N-myc (vySetfovano
FISH) (viz obrdzky 1 a 2).
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Obrizek 1. Preziti pacientii s neuroblastomem v zavislosti na ampli-
fikaci genu N- myc.

EFS pacientii s neuroblastomem
v z4vislosti na amplifikaci onkogenu N-myc (n = 63)
(median sledovani 2,1 roku)
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Obrizek 2. Preziti pacientii s neuroblastomem v zavislosti na DNA
ploidii.

EFS pacientii s neuroblastomem
v zavislosti na DNA ploidii (n = 58)
(median sledovani 1,7 roku)
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Skupinu nddord rodiny Ewingova sarkomu tvoii agresivni
nédory kosti nebo mé&kkych tkéni zahrnujici vlastni Ewingtv
sarkom, periferni primitivni neuroektodermalni nddor -pPNET
a jejich atypické varianty. Tyto nddory maji morfologicky
obraz ,, nddord z malych kulatych bunék*. Velmi podobnym
morfologickym obrazem se prezentuji rabdomyosarkomy,
neuroblastom nebo non-Hodgkinské lymfomy. ProtoZe je 16¢-
ba kazdého z nich odlisn4, je ureni spravné diagndzy zésad-
nf pro dalsi lé¢ebny postup. V soucasné dob& vySetfeni imu-
nohistochemické, elektronmikroskopické, cytogenetické
amolekularné biologické umoZiiuji presnou diagnostiku, navic
poméhaji prokdzat prognosticky vyznamné faktory a odhalit
znaky vhodné k detekci minimalni nddorové nemoci. Nadory
rodiny Ewingova sarkomu jsou charakterizovany piitomnos-
ti specifickych chromozomaélnich aberaci zahrnujicich gen
EWS na 22. chromozému. Byly identifikovany chromozo-
malni translokace (viz tabulka 2), které jsou specifické pro
Ewingovy sarkomy. Na molekuldrni trovni vedou tyto trans-
lokace k pfestavbdm mezi geny ETS rodiny transkrip&nich fak-
torti a genem EWS na 22. chromozomu. Vysledkem je novy
gen, jehoZ pfepisem vznik4 protein s funkci transkripéniho fak-
toru, odpovédny za maligni transformaci butiky.

Obé hlavni translokace t(11;22) a t(21;22) jsou nalézany u vice
nez 95% nadort skupiny Ewingovych sarkom, ostatni typy
jsou vzicné. Na klinice détské onkologie jsme k priikkazu
bunék Ewingovych sarkomu zavedli metodu dvoukolové RT-
PCR k detekci obou hlavnich chromozomélnich aberaci-
t(11;22)(q24;q12) at(21;22)(q22;q12). Citlivost RT-PCR pro
detekci bunék Ewingovych tumoril pfitomnych v kostni dfe-
ni jsme ovéfovali pomoci dilu¢nich pokust (buriky linie Ewin-
gova sarkomu fedéné normalnimi leukocyty). V nasi modifi-
kaci jsme dosahli citlivosti 1 nddorové buiika na 10°-10°.



Obrizek 3. Karyotyp 47, XY, - 16, der(16)t(1;16)(q24;q23)x 2 zjiStény
u chlapce s pPNETem levé lopatka s metastdzami do plic a nadklickovych
uzlin. Chlapec zemfel na progresi zdkladniho onemocnéni jeden rok po
stanoveni digndzy. Nebalancovana translokace t(1;16), kterd byla pfi-
tomna dvakrat v kaZzdé mitoze je piikladem sekundérni zmény, ktera je
zndmkou nepfiznivé prognozy.
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Obrazek 4. Karyotyp 46,XX, del(5p), t(11;22)(q24;q12) zjis&ény u div-
ky s velmi vzacnou lokalizaci pPNETu v ledviné.
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Obrazek 5. Karyotyp 46, XX,t(2;5)(q24-32;p13-14),-13,t(13;13)(cen;cen),
-21 zjistény u divky s anaplastickym Ki-1 pozitivnim velkobuné¢nym ana-
plastickym lymfomem. Priikaz typické translokace t(2;5) v malé populaci
nadorovych bunék v kostni dfeni pfispél ke spravné diferencidlni dignoze.
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Celkem jsme na Klinice détské onkologie vySetfili vzorky
histologicky ovéfenych nddori rodiny Ewingova sarkomu od
29 pacientd. Dvakrat se jednalo o metastizy, ostatni byly zis-
kany biopsii primarniho niddoru v dobé stanoveni diagnozy,
pfipadné v dobé zachyceni recidivy . Translokaci t(11;22)
jsme prokazali ve 23 vzorcich, t(21;22) ve Ctyfech. Dvakrat
jsme chimericky fazni transkript neprokazali, prestoZe pato-
logické vysSetfeni tkdné potvrdilo pfitomnost vitdlnich bunék
nadoru ze skupiny Ewingova sarkomu. V téchto dvou vzor-

Obrazek 6. Karyotyp 46, XY, t(2;5)(q24-32;p13-14), t(12;20)(p11;q13),
t(X;18;21) (p11.2;q11.2;q11.2) jako priklad vedle translokace diagnos-
tické pro synovialosarkom. Kromé této translokace byla u tohoto pacien-
ta pfitomna je$té fada aberaci. Translokace (X;18) v sob¢ atypicky zahr-
novala chromozom 21.
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Obrazek 7. Delece 11q. Delece rizné dlouhého useku 11q byla oznace-
na za zménu charakterizujici skupinu pacientd s nefiznivym prib&hem
i kdyZ se u této podskupiny nevyskytuje amplifikace N-myc.
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cich nebylo tspé$né ani cytogenetické vySetfeni, protoZe se
nezdafilo ziskat hodnotitelné mitézy. Vysvétleni tohoto jevu
je moZzné dvojim zplsobem, bud byl pfitomen jiny typ trans-
lokace, kterou ndmi pouZitd metodika neumoziuje detekovat
(vzacné translokace t(2;22), t(7;22) nebo t(17;22)), nebo pied-
chozi 1é¢ba zplisobila neurdlni diferenciaci nddoru a podmi-
nila absenci detekovatelného fiizniho transkriptu EWS/ETS.
Druhd moZnost pfichézi v ivahu pouze u pacientky ¢. 13, pro-
toZe u ni jsme vySetfovali vzorek po chemoterapii. Porovné-
ni vysledki karyotypu a vySetfeni RT PCR je v tabulce ¢. 3.
Je patrné, Ze RT PCR je citlivéjsi, ale nezachyti ostatni zmé-
ny, které mohou mit naptiklad prognosticky vyznam.

Pridatné (sekundarni) chromozoméalni zmény u Ewingova sar-
komu jsou v soucasnosti pfedmétem intenzivniho vyzkumu.
Nézory na jejich prognosticky vyznam nejsou jednotné. Pred-
poklada se, Ze nékteré zmény mohou upozoriiovat na one-
mocnéni rezistentni vii¢i terapii s rizikem progrese ¢i recidi-
vy. Rada pracovist za¢ala upfednostiiovat pro vySetfovani
typickych translokaci molekularni techniky hlavné RT PCR
pro jeji vyssi citlivost. Nyni se v§ak ukazuje, Ze sekundarni
zmény poctu chromozomil, pfedev§im nadbytecny chromo-
zom ¢.8 a 12, by mohly hrat dtleZitou tlohu v odhadu pro-
gnézy. Je tedy nutné pokraCovat ve vySetfovani karyotypt kla-
sickou cytogenetickou metodou, protoZe je mozné, Ze i dalsi
sekunddrni zmény se ukdzi byt daleZité. Pro sledovani +8
a +12, které se zdaji vyznamné pro prognézu nidori ze sku-
piny Ewingova sarkomu, 1ze vyuZit technikuFISH, kterd se
obejde bez délicich se bunék. Vzhledem k nizké Cetnosti vysky-
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Tabulka 1. Pfehled nékterych diagnosticky a prognosticky vyznam-
nych chromozomalnich aberaci typickych pro zhoubné nadory dét-
ského véku.

Nédor Podtyp Cytogenetickd | Molekuldrni | Prognéza
zména piestavba

neuroblastom 3n dobra
del(1p), 2n/4n stfedni
HSR, DM’s ampl N-myc | Spatna
+17q $patnd
del(11q) §patnd

rabdomyosarkom| alveoldrni | t(2;13)(q35;q14) | PAX3/FKHR | Spatnd
t(1;13)(p36;q14) | PAX7/FKHR | $patnd

embryondlni | hyperdiploidie | LOH 11p dobra

+2,7,+11, +12,
+13,+19, +20

skupina translokace

Ewingova viz.tab 2

sarkomu + 8, +12, der(16) progrese
t(1;16)

Meduloblastom i(17q)

Rabdoidni

nidor mozku monozomie 22

Germinalni i(12p), add (12p)

Anaplasticky t(2;5)(p23;q35) | ALK/NPM

velkobun&tny t(1;2)(q21;p23)

lymfom t(2;3)(p23;q21)
kryptickd inv (2)

Synovialosarkom t(X;18) SYT/SSX
(p11.2;q11.2)

Tabulka 2. Pfehled hlavnich translokaci nachazenych u nadori z rodi-
ny Ewingova sarkomu.

chimeriky | Senonye
t(11;22)(q24;q12) EWS/FLI-1 85%
t(21;22)(q22;q12) EWS/ERG 10%
t(17;22)(q12;q12) EWS/EIAF <2 %
t(7;22)(p22;q12) EWS/ETV-1 <2%
1(2;22)(q33;q12) EWS/FEV ojedinéle
komplexni translokace EWS/FLI-1 <1%
postihujici 11q24 a 22q12

Tabulka 3. Srovnani RT PCR (prikaz t(11;22) a t(21;22)) a cytoge-
netického vySetfeni.

*viz. tabulka 4, **pravdépodobné hodnoceny fibroblasty a ne nadorové
burtiky, # vySetfeni KD (cytologickym vySetfenim zji§téna 80 % infiltra-
ce KD obou lopat kosti kycelnich)

Pac.
¢isloO
14 EWS/FLI-1
15 EWS/FLI-1
19 EWS/FLI-1
21 EWS/FLI-1
17 EWS/FLI-1
3 EWS/FLI-1
25 EWS/FLI-1
27 EWS/FLI-1
24 EWS/FLI-1

RT-PCR Cytogenetické vySetfeni

46,XX, t(11;22)(q24;q12)

47,XX, t(11;22)(q24;q12),+8
47.XY, t(11;22)(q24;q12),+12
46,XY, t(11;22)(q24;q12)

46,XX, t(11;22)(q24;q12), der 5p
46,XY, t(11;22)(q24;q12)

48,XY, t(11;22)(q24;q12),+2 (7),+8
46,XY, t(11;22)(q24;q12)

48-51, XX, zmény lqa lp, +7, -9, izo 9q,
add(11p), add(22q), + M=29p #

46, XY**

1x46,XX,4+21, 2xM, 1x54,XX,+5,745,+4,+6,-9,
+15,+20,421,+21,-22,+2xM1

47,XY,der(16),((1;16)(q12:q24)

22 EWS/FLI-1
1 EWS/ERG

7 EWS/ERG
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tu Ewingova sarkomu je nutna spoluprice mezi jednotlivymi
centry, aby se na vét§ich souborech pacientil prokazal klinic-
ky vyznam sekunddrnich zmén. U dal$i sekundarni zmény,
nebalancované translokace (1;16), se predpoklada negativni
vliv na preZiti pacientl. Ve vétSiné studii se uvadi, Ze se vysky-
tuje u pacientl s metastdzami nebo s ¢asnym relapsem. Tato
zména neni vyslovené specifickd pro Ewingliv sarkom, ¢astd
je i u nefroblastomu, retinoblastomu, nddortt mlé¢né Zlazy c¢i
umnohocetnych myelomu. S nejvétsi pravdépodobnosti pred-
stavuje obecnéji platny marker nddorové progrese. Jeji odha-
leni v karyotypu nddorovych bun€k pacienta miZe byt
v budoucnu divodem pro intenzifikaci terapie. RovnéZ polyp-
loidie (zmnoZeni chromozomil) je u fady, i kdyZ ne u vSech
nadord, ozna¢ovdana za indikétor hor$i prognézy. Také mno-
hocetné zmény karyotypu nadorovych bunék jsou povazova-
ny za prognosticky nepfiznivé (obr. 3).

Prehled vysledki patrdni po minimdlni naddorové infiltraci
u pacientd s nidorem ze skupiny Ewingova sarkomu v dobé
stanoveni diagnézy uvadi tabulka 4. Interpretace pozitivniho
nalezu nddorovych bunék citlivymi molekuldrné biologicky-
mi technikami neni u solidnich nddord dosud jednoznac¢na.
Zatim se nedoporucuje, pouze na zakladé prikazu minimalni
infiltrace kostni dfené napfiklad metodou RT-PCR, pouZit
intenzivné&jsi terapie ani zménit klinické stadium. Vyznam prii-
kazu infiltrace molekuldrné€ biologickymi metodami musi
oziejmit multicentrické prospektivni studie. V CR je od letos-
nfho roku pouZivén protokol EuroEwing 99 Evropské skupi-
ny pro détskou onkologii (SIOP). Tento protokol pritkaz infilt-
race kostni dfené metodou RT-PCR v dob€ stanoveni diagnozy
nepovazuje za kritérium pro intenzifikaci terapie. Teprve ndlez
nadorovych bunék pti cytologickém vySettfeni fadi pacienta do
skupiny nejvyssiho rizika. Soucasti tohoto protokolu je vSak
prikaz minimélni nddorové infiltrace kostni dfené metodou
RT PCR a plianuje se vyhodnoceni jejtho prognostického
vyznamu.

Za vyznamnou povaZujeme pritomnost nddorovych bunék ve
Stépech hematopoetickych bunék k autologni transplantaci
u pacientl s rizikovymi nadory u kterych je zatfazena mega-
chemoterapie a autologni transplantace hematopoetickych
progenitorovych bunék. Reinfuze klonogennich nddorovych
bunék pacientovi se St€pem je rizikem tohoto typu 1é¢by. Sami
vySetfujeme vSechny $t€py naSich pacient s Ewingovymi sar-
komy, ale ani citlivost nami pouZité metody (1 : 103-%) nemu-
si byt postacujici k detekci vSech kontaminovanych $té€pa.
Vysledky vySetieni $t€pt i kostnich dfeni v dobé€ stanoveni
diagndzy podéava tabulka 5. Je patrné, Ze v souc¢asnosti pouZzi-
vanymi léCebnymi protokoly 1ze dosdhnout u vétSiny pacien-
th tspéSného ,.in vivo purgingu®. U sedmi pacientl s pfitom-
nosti nddorovych bunék v kostni dfeni detekovanou RT PCR
byl $tép perifernich hematopoetickych bunék kontaminovidm
pouze dvakrat.

Raritni byla kasuistika devitileté¢ divky s pPNETem ledviny,
které jsme diagnézu potvrdili jak cytogenetickym vySetfenim
(karyotyp 46, XX, del(5p), t(11;22)(q24;q12)) obr. 4 tak i pra-
kazem t(11;22)(q24;q12) pomoci RT PCR. Nadort ze skupi-
ny Ewingova sarkomu postihujicich ledvinu je v literatufe
dosud popséno asi dvacet, mensina z nich méla provedené cyto-
genetické nebo molekuldrné biologické vySetfeni. Jako prvni
jsme prokazali infiltraci kostni dfené metodou RT PCR.
NaSe predb&Zzné vysledky se zavedenim stratifikované 1éCby
meduloblastomu, kdy u pacientd vysokého rizika uZivame
intenzivnéjsi terapii, se zdaji nadéjné. Za vysoce rizikové pova-
Zujeme pacienty s poopera¢nim reziduem a/nebo prokdzanou
amplifikaci genu c-myc v nddorovych buiikach.

Na téchto prikladech prokazujeme zdsadni prognosticky
vyznam molekuldrné€ biologického vySetieni u neuroblastomu
apro potvrzeni diagnozy i ureni rozsahu onemocnéni u Ewin-
gova sarkomu. Cytogenetické vySetfeni ma v soucasnosti
vyznam pii odhalovani dosud nepopsanych zmén u solidnich
nadort. Je take prospésné ve vSech situacich, kdy neni z riz-



Tabulka 4. Udaje o pacientech vySetir‘enych metodou RT-PCR na p¥itomnost nadorovych bunék v KD v dobé stanoveni diagnézy - pouze u jed-
né pacientky (¢. 24) jsme zachytili nadorové buiiky pri cytomorfologickém a cytogenetickém vysetfeni bunék aspiratu kostni difené (vySetien

vzdy stejny vzorek KD).

EET - extraosélni ES (z mékkych tkani), B - meta do skeletu, L - meta do plic, BM - meta do kostni dfené LN - meta do lymfatickych uzlin, CR 1. - 1. kom-

pletni remise, ter- pacient je dosud lécen, Opacient ztracen z evidence

]é)izi) P\([)i]l(a/vi Histologie L;E?rlli.zt?lc.e Metastizy Vzorllzl:lr PR E\I/I<RD])) + stav prei mésice
1 12/F ES/PNET hrudni sténa reg. LN 1 0 CR 1 24
2 6/M ES k.lytkova ne 2 2 CR 1 13
3 2M ES k.lytkova ne 2 0 CR 1 O
4 15/M ES k.pazni ne 2 1 CR 1 13
5 9/M ES k.stehenni ne 2 0 CR1 11
6 12/F PNET EET - hlava ne 2 0 CR 1 23
7 22/M PNET EET -obl. lopatky L,B 3 2 + 12
8 12/F ES k.stehenni ne 2 0 + 11
9 14/F ES panev ne 1 0 CR1 28

10 12/F PNET L3-S1 L 2 0 + 1
11 10/F ES k.stehenni ne 2 1 DP 27
12 15/F ES k.lytkova 2 2 CR 1 11
13 15/F ES EET - krk 2 o + 7
14 14/F ES panev ne 1 0 + 11
15 13/F ES pénev ne 1 0 CR 1 23
16 16/F ES k.kiiZova ne 1 0 + 7
17 9/F PNET ledvina ne 2 2 + 5
18 9/F ES k.stehenni ne 2 1 CR 1 12
19 15/M ES k.stydka L,B 2 0 + 20
20 15/M ES k.pazni reg. LN 2 1 CR1 15
21 17/M ES k.stehenni ne 2 0 CR1 13
22 15/M ES k.holenni ne 2 0 CR 1 26
23 16/M ES k.lytkova ne 2 0 ter. 3
24 15/F ES/PNET panev L,B,BM 2 2 ter. 1
25 15/M PNET hrudni st€na ne 2 0 ter 2
26 15/F ES panev ne 2 o ter. 5
27 6/M ES pétet L5- S2 ne 2 0 ter 6
28 15/M ES patni kost ne 2 1 ter 6

nych diivodt dostupné vySetfeni molekuldrni. Za pétileté obdo-
bi existence cytogenetické laboratore Kliniky détské onkolo-
gie byla mnohokrit ovéfena uZiteCnost takového vysetieni
umalo diferencovanych nddort z malych tmavych bunék, kde
muZe byt histopatologickd diagnostika obtiZzni. Mezi ptikla-
dy, kde cytogenetické vysSetfeni pfisp€lo k urceni spravné dia-
gnoézy, lze jmenovat t(2,5) u anaplastického velkobun&cného
lymfomu, v dobé, kdy jeSté nebylo zavedené vySetieni této
translokace metodou FISH nebo t(X,18) u malo diferencova-
ného synovialosarkomu (obr. 5, obr. 6).

Cytogenetické vySetfeni je rovnéZ vyuZivano jako referencni
technika pfi zavadéni citlivéjSich metod molekuldrnich, jak
ukazuje vySe uvedeny piiklad u Ewingova sarkomu. Déle je
cytogenetika uZite¢na pfi hledani novych prognostickych zna-
ka. Napriklad u neuroblastomu jsou v poslednich letech sle-
dovéany dva nové nezavislé indikatory negativni prognozy.

Podle nékterych studii je jejich pfedpovédni hodnota dokon-
ce vy$§i neZ amplifikace N-myc. Jsou to nadbyte¢ny segment
17g21-qter, translokovany vétSinou na néktery dalsi chromo-
zOm a delece 11q. Relativné nedavno byla delece 11q u neu-
roblastoml bez N-myc amplifikace a delece 1p oznacena za
zménu charakterizujici podskupinu se zdsadné odliSnou bio-
logickou povahou. Nadory z této podskupiny maji sklon k agre-
sivnimu metastatickému ristu, aCkoli neni amplifikovan N-
myc (obr.7). Castym indikatorem negativni progndzy jsou
zmény na kratkych i dlouhych raménkach prvniho chromozé-
mu. Tyto zmény nejsou pifimo zdvislé na typu nadoru, byly
popsény i u leukemii a lymfomu. Jsou povazovany obecné za
znamku klondlni evoluce ¢i progrese.

NaSe vysledky potvrzuji vyznam cytogenetického vySetieni
na chromozomalni i molekuldrni drovni u détskych solidnich
nadorQ. Toto vySetifeni by mélo tvofit integralni soucést péce
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Tabulka 5. VySeti‘eni stépt PBSC pacienti s nadory skupiny ES/PNET (LR- low risk group, nadory mensiho rozsahu bez generalizace, IM - inter-
mediate risk group, rozsahlé nadory v nepfiznivé lokalizaci -panev, hrudni sténa , HR - high risk group - generalizovana onemocnéni) Ovstupni infilt-

race kostni dfené vySetfovand metodou PCR, nd- nevysetieno

E”ac. Vek /’ Histologie Lokalizace Risk NVIRVD I\fHSD AHSCT Preziti o
¢islo | pohlavi prim. tu./ meta ar. dieni] Stép stav preZiti (m.)

1 12/F ES/PNET | hrudni sténa/reg. LU ™M ne ne ano (2) CR 1 24

2 9M ES pénev/ne M n.d. ne ano CR1

3 22/M PNET EET -obl. lopatky/ HR ano ano ne + 12

skelet, plice progrese

4 14/F ES pénev/ne ™M ne ne ano CR1 28

5 10/F ES k.stehenni/ne M ano ne ano DP 27

6 15/F ES k.lytkové/plice HR ano ne ano (2) CR1 11

7 14/F ES pénev/ne M ne ne ano + 11

TRD

8 13/F ES pénev/ne ™M ne ne ano CR1 23

9 9/F PNET ledvina/ne M ano ne ne , + lé¢ebné komplikace + 5
10 17/M ES k.stehenni/skelet HR ano ano ano - $tép vysetien po transplantaci,

odbér na jiném pracovisti DP (+) ztracen
11 16/M ES pénev/ne ™M nd ne ano Ztracen
12 15M ES k.pazni/LU HR ano ano ano - novy odbér PBSC
negativni - poddn CR1 15

13 10M ES -relaps| Stehenni k./plice HR nd. ne ano- dvojita transplantace DP/2.PR
14 6/M ES L S/ne M ne ne planujeme 2/ 2002 ter. /
15 15/F ES pénev/ne ™M ne ne planujeme 3- 4/ 2002 ter. /
16 16/M ES lytkova kost/ne LR ne ne nepldnujeme ter. /
17 15/F ES patni kost/ ne LR ano ne neplanujeme ter. /

o pacienty s nidorovym onemocnénim. Nemélo by byt opo-
mijeno pfi odbéru tkdn€ na operacnim sale pro rutinni histo-
patologické vySetfeni. Je tfeba myslet na nezbytnost odbéru
vitdlni tkdné. Ideélni je kombinace zdkladniho cytogenetické-
ho vySetfeni se v§emi v soucasnosti dostupnymi molekuldrni-
mi technikami, nebot kazdd ma své pfednosti. Pro spravnou
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interpretaci téchto vySetieni je nezbytna t€sna spoluprace i vza-
jemna informovanost mezi klinickym lékafem, patologem
i pracovniky v specializovanych laboratofi.

Prace vznikla za podpory GACR, grant & 301/001394
a MSMT vyzkumné zaméry &.111300005.



