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Jednou z disciplín klinické medicíny, ve které molekulární
biologie a cytogenetika na‰ly jedno z nejvût‰ích uplatnûní, je
onkologie. V onkologii byly uãinûny nejen v˘znamné obje-
vy teoretické, ale metody molekulární biologie se staly nedíl-
nou souãástí vy‰etfiovacích postupÛ u pacientÛ s leukemiemi,
lymfomy i nûkter˘mi solidními nádory. Je to dáno tím, Ïe
nádory jsou zpÛsobeny poruchou regulací a právû tûmito
bunûãn˘mi regulacemi na úrovni molekul se zab˘vají obory
genetika a molekulární biologie. ¤ada chromozomálních abe-
rací a genov˘ch mutací postihujících nádorovou buÀku je spe-
cifická pro urãité nádory nebo jejich formy a vyuÏívají se pro-
to v diagnostice a klasifikaci nûkter˘ch nádorÛ. V souãasnosti
je jiÏ neomluviteln˘m prohfie‰kem pokud není provedeno
cytogenetické a/nebo molekulárnû genetické vy‰etfiení nádo-
rov˘ch bunûk u pacientÛ s leukemiemi nebo s lymfomy.
V˘znam tûchto vy‰etfiení pro klinickou praxi v‰ak stoupá
i u solidních nádorÛ. 
V buÀkách maligních nádorÛ se ãasto vyskytují chromozo-
mální odchylky jak poãtu (ploidie), tak tvaru (struktury). Mezi
strukturální aberace fiadíme delece, duplikace, inzerce a trans-
lokace. Tyto nenáhodné zmûny pfiedstavují specifick˘ marker
nádorov˘ch bunûk s v˘znamem diagnostik˘m i prognostic-
k˘m. V místech chromozomálních zlomÛ a pfiestaveb nastává
vût‰inou zmûna struktury nebo genového prostfiedí rÛzn˘ch
genÛ vãetnû onkogenÛ, tumorsupresorov˘ch genÛ ãi genÛ zod-
povûdn˘ch za programovanou bunûãnou smrt (apoptózu).
Anal˘za tûchto zmûn na úrovni DNA ãi RNA molekulárními
technikami, mÛÏe b˘t v budoucnosti v˘chodiskem pro volbu
specifické terapie s cílem navrátit tyto zmûny do normálu.

Cytogenetické vy‰etfiení coby nutn˘ pfiedstupeÀ cílen˘ch vy‰et-
fiení molekulárních hrálo od poãátku v˘znamnou úlohu v roz-
voji poznávání nádorového procesu. V‰e zaãalo s objevem jed-
noduché chromozomální zmûny u CML, delece 22q, popsané
Nowellem a Hungerfordem v roce 1960. Tato zmûna se zapsa-
la do historie nádorové cytogenetiky pod dnes jiÏ obecnû zná-
m˘m pojmem Filadelfsk˘ chromozom (Ph1). Pfies poãáteãní
nad‰ení z tohoto objevu zÛstal Ph1 chromozóm po více neÏ 10
následujicích let jedinou zmûnou prokázanou u nádorÛ. Tepr-
ve po objevu pruhovacích technik v roce 1970 Casperssonem
bylo moÏné díky identifikaci jednotliv˘ch chromozomÛ roz-
poznat dal‰í nenáhodné i specifické zmûny. Zpoãátku postu-
poval v˘zkum rychle dopfiedu pfiedev‰ím u leukemií a lymfo-
mÛ. První prokázaná zmûna u solidních nádorÛ, delece
22q u meningeomu, popsaná Zangem a spolupracovníky
v Homburgu, rovnûÏ zÛstala po dlouhá léta jedinou objevenou
zmûnou. Technické obtíÏe s in vitro kultivací bunûk solidních
nádorÛ komplikovaly aÏ do poloviny osmdesát˘ch let rozvoj
této oblasti. Dnes, pfies více neÏ desetileté zpoÏdûní cytogene-
tiky solidních nádorÛ za cytogenetikou hemoblastóz, je zná-
ma celá fiada chromozomálních zmûn, charakteristick˘ch pro
urãité typy a podtypy solidních nádorÛ viz tabulka 1. V‰ech-
ny tyto zmûny jsou velmi uÏiteãné pfii diagnostice nádorové-
ho onemocnûní, zvlá‰tû kdyÏ mÛÏe b˘t klasické cytogenetic-
ké vy‰etfiení doplnûno technikami molekulární cytogenetiky
(fluorescenãní in situ hybridizace - FISH, mnohobarevná flu-
orescenãní in situ hybridizace m-FISH).
Vy‰etfiení karyotypu je zaloÏené na cytogenetickém zpraco-
vání in vitro kultivovan˘ch Ïiv˘ch nádorov˘ch bunûk a jejich
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Souhrn: V buÀkách maligních nádorÛ se ãasto vyskytují numerické a/nebo strukturální chromozomální aberace, které mohou
b˘t specifick˘mi markery nádorov˘ch bunûk s diagnostik˘m i prognostick˘m v˘znamem. Tyto aberace mohou b˘t prokázány
vy‰etfiením karyotypu a nûkter˘mi molekulárnû genetick˘mi metodami (FISH, PCR, RT PCR nebo CGH). V tomto sdûlení
demonstrujeme na pfiíkladu neuroblastomu a nádorÛ ze skupiny Ewingova sarkomu (kostní i extraosální EwingÛv sarkom a peri-
ferní primitivní neuroektodermální nádor) v˘znam cytogenetického a molekulárnû genetického vy‰etfiení. Zafiazení pacientÛ
s neuroblastomem podle prognostického schématu (DNA ploidie, amplifikace genu N-myc, histologická klasifikace, vûk v dobû
stanovení diagnózy a klinické stadium) je zásadní pro v˘bûr vhodné terapie. Detekce specifick˘ch translokací t(11;22)(q24;q12)
nebo t(21;22)(q22;q12) u nádorÛ ze skupiny Ewingova sarkomu má v˘znam pro pfiesné urãení diagnózy a pokud pouÏijeme
vysoce citlivou metodu RT PCR (detekuje 1 nádorovou buÀku na 105-6 bunûk nenádorov˘ch) i pro prÛkaz minimální nádoro-
vé choroby. V˘‰e uvedená vy‰etfiení jsou nutná nejen pro fiádn˘ v˘bûr terapie, ale i pro úãast v mezinárodních multicentric-
k˘ch studiích.

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 105-6 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.
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následném obarvení pruhovacími technikami. Na preparátu
jsou pak viditelná pouze jádra bunûk a chromozomy v meta-
fázi. Dosud nepfiekonanou v˘hodou této techniky je, Ïe ana-
lyzuje cel˘ genom . Zachytí tedy v‰echny pfiítomné zmûny,
zatímco ostatní techniky jsou jiÏ zacílené na urãitou pfiedpo-
kládanou zmûnu. Nev˘hodou klasické cytogenetiky je obtíÏ-
né odeãítání ‰patnû rozprostfien˘ch chromozomÛ ãi karyotypÛ
s velk˘m mnoÏstvím komplexních zmûn. Tyto nev˘hody
pomáhá do jisté míry pfiekonat FISH vy‰etfiení, které lze úspû‰-
nû provádût na interfázickém jádfie buÀky. Zvlá‰tû u solidních
nádorÛ je limitujicím faktorem dostupnost vhodn˘ch sond.
Dal‰í technika, m- FISH, která jiÏ vyÏaduje dûlící se buÀky,
usnadní odeãtení sloÏitûj‰ích zmûn obarvením jednotliv˘ch
párÛ chromozómÛ rÛznobarevn˘mi sondami.
Molekulárnû cytogenetická metoda komparativní genomové
hybridizace (CGH) vznikla spojením klasické cytogenetiky
a FISH techniky s metodami molekulární genetiky, kde se pra-
cuje s izolovanou DNA. Její v˘hodou je, podobnû jako u kla-
sického karyotypování, moÏnost vy‰etfiení celého genomu, ale
nikdy jej nemÛÏe nahradit. CGH prokáÏe sice v‰echny delece
a amplifikace, ale povahou metody je dáno, Ïe je zcela nepou-
Ïitelná pro balancované zmûny (translokace, inverze, inzerce).
Ve srovnání s karyotypem má vy‰etfiení na molekulární úrovni
nûkteré v˘hody, ale i nedostatky. Pfiednosti molekulárnû biolo-
gického vy‰etfiení spatfiujeme v tom, Ïe není potfieba, na rozdíl
od klasické karyologie, zachytit dûlící se buÀky. Pracuje se totiÏ
s interfázick˘mi jádry (FISH) nebo s izolovan˘mi nukleov˘mi
kyselinami- s DNA (PCR nebo CGH) nebo s RNA (RT PCR).
K vy‰etfiení lze dokonce nûkdy vyuÏít i fixovan˘ vzorek zalit˘
do parafinu. Druhou velkou v˘hodou tûchto metod je podstat-
nû vy‰‰í citlivost, takÏe mohou odli‰it i zmûnu, kterou lze pfii
vy‰etfiování karyotypu v mikroskopu zachytit pouze obtíÏnû.
Napfiíklad t(21;22)(q22;q12), která se vyskytuje uasi 5 % nádo-
rÛ ze skupiny Ewingova sarkomu. Tuto translokaci lze zachytit
nejspolehlivûji vy‰etfiením FISH nebo RT PCR. V karyotypu ji
lze prokázat zcela v˘jimeãnû, protoÏe morfologické rozdíly jsou
velmi malé RovnûÏ lze podrobnûji klasifikovat nûkteré chro-
mozomální aberace. Napfiíklad u t(11;22)(q24;q12), nejãastûj-
‰í aberace typická pro nádory ze skupiny Ewingova sarkomu,
bylo popsáno celkem patnáct forem. Ty se li‰í ve zlomov˘ch
místech v oblasti genÛ EWS na 21. chromozomu a FLI1 na 11.
chromozomu. Souãasné údaje naznaãují, Ïe jednotlivé formy
této translokace mají prognostick˘ v˘znam. Nelze je v‰ak odli-
‰it v karyotypu, protoÏe se li‰í pouze o desítky párÛ bází, ale
pouze pfii vy‰etfiení RT PCR.
V tomto sdûlení, ve kterém se zamûfiíme na chromozomální
aberace a mutace, pfiítomné v nádorov˘ch buÀkách a které
„zdravé“ buÀky jedince s nádorem nemají, se pokusíme doku-
mentovat v˘znam cytogenetického a molekulárnû biologické-
kého vy‰etfiení nádorové buÀky na nûkolika pfiíkladech z pra-
xe kliniky dûtské onkologie . 
V souãasné dobû jsou vy‰etfiení DNA ploidie prÛtokov˘m cyto-
metrem a amplifikace genu N-myc (nejãastûji metodou FISH)
u neuroblastomu v˘znamn˘m prognostick˘m znakem. Tato
vy‰etfiení jsou i souãástí léãebného standardu v âeské Repub-
lice. Podle kombinací prognostick˘ch znakÛ (klinické stadi-
um, vûk, histologická klasifikace, amplifikace N-myc, DNA
ploidie) jsou dûti s touto diagnózou fiazeny do tfií prognostic-
k˘ch podskupin- nízkého, stfiedního a vysokého rizika. Paci-
enti s kombinací prognosticky nepfiízniv˘ch znakÛ jsou zafia-
zeni do programu intenzivní chemoterapie ukonãeného
megachemoterapií s následnou autologní transplantací hema-
topoetick˘ch progenitorov˘ch bunûk. Naproti tomu pacienti
s nejpfiíznivûj‰í formou jsou mnohdy léãeni pouze exstirpací
nádoru.
Na‰e v˘sledky vy‰etfiení 56 pacientÛ s verifikovan˘m neu-
roblastomem nebo ganglioneuroblastomem jsou ve shodû
s literárními údaji o prognostickém v˘znamu DNA ploidie
(cytometrická metoda) a amplifikace N-myc (vy‰etfiováno
FISH) (viz obrázky 1 a 2). 

Obrázek 1. PfieÏití pacientÛ s neuroblastomem v závislosti na ampli-
fikaci genu N- myc.

EFS pacientÛ s neuroblastomem
v závislosti na amplifikaci onkogenu N-myc (n = 63)

(medián sledování 2,1 roku)

Obrázek 2. PfieÏití pacientÛ s neuroblastomem v závislosti na DNA
ploidii.

EFS pacientÛ s neuroblastomem
v závislosti na DNA ploidii (n = 58)

(medián sledování 1,7 roku)

Skupinu nádorÛ rodiny Ewingova sarkomu tvofií agresivní
nádory kostí nebo mûkk˘ch tkání zahrnující vlastní EwingÛv
sarkom, periferní primitivní neuroektodermální nádor -pPNET
a jejich atypické varianty. Tyto nádory mají morfologick˘
obraz „ nádorÛ z mal˘ch kulat˘ch bunûk“. Velmi podobn˘m
morfologick˘m obrazem se prezentují rabdomyosarkomy,
neuroblastom nebo non-Hodgkinské lymfomy. ProtoÏe je léã-
ba kaÏdého z nich odli‰ná, je urãení správné diagnózy zásad-
ní pro dal‰í léãebn˘ postup. V souãasné dobû vy‰etfiení imu-
nohistochemické, elektronmikroskopické, cytogenetické
a molekulárnû biologické umoÏÀují pfiesnou diagnostiku, navíc
pomáhají prokázat prognosticky v˘znamné faktory a odhalit
znaky vhodné k detekci minimální nádorové nemoci. Nádory
rodiny Ewingova sarkomu jsou charakterizovány pfiítomnos-
tí specifick˘ch chromozomálních aberací zahrnujících gen
EWS na 22. chromozómu. Byly identifikovány chromozo-
mální translokace (viz tabulka 2), které jsou specifické pro
Ewingovy sarkomy. Na molekulární úrovni vedou tyto trans-
lokace k pfiestavbám mezi geny ETS rodiny transkripãních fak-
torÛ a genem EWS na 22. chromozomu. V˘sledkem je nov˘
gen, jehoÏ pfiepisem vzniká protein s funkcí transkripãního fak-
toru, odpovûdn˘ za maligní transformaci buÀky.
Obû hlavní translokace t(11;22) a t(21;22) jsou nalézány u více
neÏ 95% nádorÛ skupiny Ewingov˘ch sarkomÛ, ostatní typy
jsou vzácné. Na klinice dûtské onkologie jsme k prÛkazu
bunûk Ewingov˘ch sarkomÛ zavedli metodu dvoukolové RT-
PCR k detekci obou hlavních chromozomálních aberací-
t(11;22)(q24;q12) a t(21;22)(q22;q12). Citlivost RT-PCR pro
detekci bunûk Ewingov˘ch tumorÛ pfiítomn˘ch v kostní dfie-
ni jsme ovûfiovali pomocí diluãních pokusÛ (buÀky linie Ewin-
gova sarkomu fiedûné normálními leukocyty). V na‰í modifi-
kaci jsme dosáhli citlivosti 1 nádorová buÀka na 105–106.



KLINICKÁ ONKOLOGIE SUPPLEMENT 2003 109

cích nebylo úspû‰né ani cytogenetické vy‰etfiení, protoÏe se
nezdafiilo získat hodnotitelné mitózy. Vysvûtlení tohoto jevu
je moÏné dvojím zpÛsobem, buì byl pfiítomen jin˘ typ trans-
lokace, kterou námi pouÏitá metodika neumoÏÀuje detekovat
(vzácné translokace t(2;22), t(7;22) nebo t(17;22)), nebo pfied-
chozí léãba zpÛsobila neurální diferenciaci nádoru a podmí-
nila absenci detekovatelného fúzního transkriptu EWS/ETS.
Druhá moÏnost pfiichází v úvahu pouze u pacientky ã. 13, pro-
toÏe u ní jsme vy‰etfiovali vzorek po chemoterapii. Porovná-
ní v˘sledkÛ karyotypu a vy‰etfiení RT PCR je v tabulce ã. 3.
Je patrné, Ïe RT PCR je citlivûj‰í, ale nezachytí ostatní zmû-
ny, které mohou mít napfiíklad prognostick˘ v˘znam. 
Pfiídatné (sekundární) chromozomální zmûny u Ewingova sar-
komu jsou v souãasnosti pfiedmûtem intenzivního v˘zkumu.
Názory na jejich prognostick˘ v˘znam nejsou jednotné. Pfied-
pokládá se, Ïe nûkteré zmûny mohou upozorÀovat na one-
mocnûní rezistentní vÛãi terapii s rizikem progrese ãi recidi-
vy. ¤ada pracovi‰È zaãala upfiednostÀovat pro vy‰etfiování
typick˘ch translokací molekulární techniky hlavnû RT PCR
pro její vy‰‰í citlivost. Nyní se v‰ak ukazuje, Ïe sekundární
zmûny poãtu chromozomÛ, pfiedev‰ím nadbyteãn˘ chromo-
zom ã.8 a 12, by mohly hrát dÛleÏitou úlohu v odhadu pro-
gnózy. Je tedy nutné pokraãovat ve vy‰etfiování karyotypÛ kla-
sickou cytogenetickou metodou, protoÏe je moÏné, Ïe i dal‰í
sekundární zmûny se ukáÏí b˘t dÛleÏité. Pro sledování +8
a +12, které se zdají v˘znamné pro prognózu nádorÛ ze sku-
piny Ewingova sarkomu, lze vyuÏít technikuFISH, která se
obejde bez dûlících se bunûk. Vzhledem k nízké ãetnosti v˘sky-

Obrázek 3. Karyotyp 47, XY, - 16, der(16)t(1;16)(q24;q23)x 2 zji‰tûn˘
u chlapce s pPNETem levé lopatka s metastázami do plic a nadklíãkov˘ch
uzlin. Chlapec zemfiel na progresi základního onemocnûní jeden rok po
stanovení dignózy. Nebalancovaná translokace t(1;16), která byla pfií-
tomna dvakrát v kaÏdé mitoze je pfiíkladem sekundární zmûny, která je
známkou nepfiíznivé prognózy.

Obrázek 4. Karyotyp 46,XX, del(5p), t(11;22)(q24;q12) zji‰tûn˘ u dív-
ky s velmi vzácnou lokalizací pPNETu v ledvinû.

Obrázek 5.Karyotyp 46, XX,t(2;5)(q24-32;p13-14), -13, t(13;13)(cen;cen),
-21 zji‰tûn˘ u dívky s anaplastick˘m Ki-1 pozitivním velkobunûãn˘m ana-
plastick˘m lymfomem. PrÛkaz typické translokace t(2;5) v malé populaci
nádorov˘ch bunûk v kostní dfieni pfiispûl ke správné diferenciální dignóze.

Obrázek 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 pfiíklad vedle translokace diagnos-
tické pro synovialosarkom. Kromû této translokace byla u tohoto pacien-
ta pfiítomna je‰tû fiada aberací. Translokace (X;18) v sobû atypicky zahr-
novala chromozom 21.

Obrázek 7. Delece 11q. Delece rÛznû dlouhého úseku 11q byla oznaãe-
na za zmûnu charakterizující skupinu pacientÛ s nefiízniv˘m prÛbûhem
i kdyÏ se u této podskupiny nevyskytuje amplifikace N-myc.

Celkem jsme na Klinice dûtské onkologie vy‰etfiili vzorky
histologicky ovûfien˘ch nádorÛ rodiny Ewingova sarkomu od
29 pacientÛ. Dvakrát se jednalo o metastázy, ostatní byly zís-
kány biopsií primárního nádoru v dobû stanovení diagnózy,
pfiípadnû v dobû zachycení recidivy . Translokaci t(11;22)
jsme prokázali ve 23 vzorcích, t(21;22) ve ãtyfiech. Dvakrát
jsme chimerick˘ fúzní transkript neprokázali, pfiestoÏe pato-
logické vy‰etfiení tkánû potvrdilo pfiítomnost vitálních bunûk
nádoru ze skupiny Ewingova sarkomu. V tûchto dvou vzor-
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tu Ewingova sarkomu je nutná spolupráce mezi jednotliv˘mi
centry, aby se na vût‰ích souborech pacientÛ prokázal klinic-
k˘ v˘znam sekundárních zmûn. U dal‰í sekundární zmûny,
nebalancované translokace (1;16), se pfiedpokládá negativní
vliv na pfieÏití pacientÛ. Ve vût‰inû studií se uvádí, Ïe se vysky-
tuje u pacientÛ s metastázami nebo s ãasn˘m relapsem. Tato
zmûna není vyslovenû specifická pro EwingÛv sarkom, ãastá
je i u nefroblastomu, retinoblastomu, nádorÛ mléãné Ïlázy ãi
u mnohoãetn˘ch myelomÛ. S nejvût‰í pravdûpodobností pfied-
stavuje obecnûji platn˘ marker nádorové progrese. Její odha-
lení v karyotypu nádorov˘ch bunûk pacienta mÛÏe b˘t
v budoucnu dÛvodem pro intenzifikaci terapie. RovnûÏ polyp-
loidie (zmnoÏení chromozomÛ) je u fiady, i kdyÏ ne u v‰ech
nádorÛ, oznaãována za indikátor hor‰í prognózy. Také mno-
hoãetné zmûny karyotypu nádorov˘ch bunûk jsou povaÏová-
ny za prognosticky nepfiíznivé (obr. 3).
Pfiehled v˘sledkÛ pátrání po minimální nádorové infiltraci
u pacientÛ s nádorem ze skupiny Ewingova sarkomu v dobû
stanovení diagnózy uvádí tabulka 4. Interpretace pozitivního
nálezu nádorov˘ch bunûk citliv˘mi molekulárnû biologick˘-
mi technikami není u solidních nádorÛ dosud jednoznaãná.
Zatím se nedoporuãuje, pouze na základû prÛkazu minimální
infiltrace kostní dfienû napfiíklad metodou RT-PCR, pouÏít
intenzivnûj‰í terapie ani zmûnit klinické stadium. V˘znam prÛ-
kazu infiltrace molekulárnû biologick˘mi metodami musí
ozfiejmit multicentrické prospektivní studie. V âR je od leto‰-
ního roku pouÏíván protokol EuroEwing 99 Evropské skupi-
ny pro dûtskou onkologii (SIOP). Tento protokol prÛkaz infilt-
race kostní dfienû metodou RT-PCR v dobû stanovení diagnózy
nepovaÏuje za kritérium pro intenzifikaci terapie. Teprve nález
nádorov˘ch bunûk pfii cytologickém vy‰etfiení fiadí pacienta do
skupiny nejvy‰‰ího rizika. Souãástí tohoto protokolu je v‰ak
prÛkaz minimální nádorové infiltrace kostní dfienû metodou
RT PCR a plánuje se vyhodnocení jejího prognostického
v˘znamu. 
Za v˘znamnou povaÏujeme pfiítomnost nádorov˘ch bunûk ve
‰tûpech hematopoetick˘ch bunûk k autologní transplantaci
u pacientÛ s rizikov˘mi nádory u kter˘ch je zafiazena mega-
chemoterapie a autologní transplantace hematopoetick˘ch
progenitorov˘ch bunûk. Reinfuze klonogenních nádorov˘ch
bunûk pacientovi se ‰tûpem je rizikem tohoto typu léãby. Sami
vy‰etfiujeme v‰echny ‰tûpy na‰ich pacientÛ s Ewingov˘mi sar-
komy, ale ani citlivost námi pouÏité metody (1 : 105-6) nemu-
sí b˘t postaãující k detekci v‰ech kontaminovan˘ch ‰tûpÛ.
V˘sledky vy‰etfiení ‰tûpÛ i kostních dfiení v dobû stanovení
diagnózy podává tabulka 5. Je patrné, Ïe v souãasnosti pouÏí-
van˘mi léãebn˘mi protokoly lze dosáhnout u vût‰iny pacien-
tÛ úspû‰ného „in vivo purgingu“. U sedmi pacientÛ s pfiítom-
ností nádorov˘ch bunûk v kostní dfieni detekovanou RT PCR
byl ‰tûp periferních hematopoetick˘ch bunûk kontaminovám
pouze dvakrát.
Raritní byla kasuistika devítileté dívky s pPNETem ledviny,
které jsme diagnózu potvrdili jak cytogenetick˘m vy‰etfiením
(karyotyp 46, XX, del(5p), t(11;22)(q24;q12)) obr. 4 tak i prÛ-
kazem t(11;22)(q24;q12) pomocí RT PCR. NádorÛ ze skupi-
ny Ewingova sarkomu postihujících ledvinu je v literatufie
dosud popsáno asi dvacet, men‰ina z nich mûla provedené cyto-
genetické nebo molekulárnû biologické vy‰etfiení. Jako první
jsme prokázali infiltraci kostní dfienû metodou RT PCR. 
Na‰e pfiedbûÏné v˘sledky se zavedením stratifikované léãby
meduloblastomu, kdy u pacientÛ vysokého rizika uÏívame
intenzivnûj‰í terapii, se zdají nadûjné. Za vysoce rizikové pova-
Ïujeme pacienty s pooperaãním reziduem a/nebo prokázanou
amplifikací genu c-myc v nádorov˘ch buÀkách.
Na tûchto pfiíkladech prokazujeme zásadní prognostick˘
v˘znam molekulárnû biologického vy‰etfiení u neuroblastomu
a pro potvrzení diagnozy i urãení rozsahu onemocnûní u Ewin-
gova sarkomu. Cytogenetické vy‰etfiení má v souãasnosti
v˘znam pfii odhalování dosud nepopsan˘ch zmûn u solidních
nádorÛ. Je take prospû‰né ve v‰ech situacích, kdy není z rÛz-

Tabulka 1. Pfiehled nûkter˘ch diagnosticky a prognosticky v˘znam-
n˘ch chromozomálních aberací typick˘ch pro zhoubné nádory dût-
ského vûku.

Nádor Podtyp Cytogenetická Molekulární Prognóza
zmûna pfiestavba

neuroblastom 3n dobrá
del(1p), 2n/4n stfiední
HSR, DM’s ampl N-myc ‰patná
+17q ‰patná
del(11q) ‰patná

rabdomyosarkom alveolární t(2;13)(q35;q14) PAX3/FKHR ‰patná
t(1;13)(p36;q14) PAX7/FKHR ‰patná

embryonální hyperdiploidie LOH 11p dobrá
+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)

Rabdoidní
nádor mozku monozomie 22

Germinální i(12p), add (12p)

Anaplastick˘ t(2;5)(p23;q35) ALK/NPM
velkobunûãn˘ t(1;2)(q21;p23)
lymfom t(2;3)(p23;q21)

kryptická inv (2)

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

Tabulka 2. Pfiehled hlavních translokací nacházen˘ch u nádorÛ z rodi-
ny Ewingova sarkomu.

translokace chimerick˘ ãetnost ve 
fúzní gen skupinû ES

t(11;22)(q24;q12) EWS/FLI-1 85%

t(21;22)(q22;q12) EWS/ERG 10%

t(17;22)(q12;q12) EWS/E1AF < 2 %

t(7;22)(p22;q12) EWS/ETV-1 < 2%

t(2;22)(q33;q12) EWS/FEV ojedinûle

komplexní translokace EWS/FLI-1 < 1 %
postihující 11q24 a 22q12

Pac. 
ãíslo∗ RT-PCR Cytogenetické vy‰etfiení 

14 EWS/FLI-1 46,XX, t(11;22)(q24;q12)

15 EWS/FLI-1 47,XX, t(11;22)(q24;q12),+8

19 EWS/FLI-1 47,XY, t(11;22)(q24;q12),+12

21 EWS/FLI-1 46,XY, t(11;22)(q24;q12)

17 EWS/FLI-1 46,XX, t(11;22)(q24;q12), der 5p

3 EWS/FLI-1 46,XY, t(11;22)(q24;q12)

25 EWS/FLI-1 48,XY, t(11;22)(q24;q12),+2 (?),+8

27 EWS/FLI-1 46,XY, t(11;22)(q24;q12)

24 EWS/FLI-1 48-51, XX, zmûny 1q a 1p, +7, -9, izo 9q, 
add(11p), add(22q), + M=?9p #

22 EWS/FLI-1 46, XY** 

1 EWS/ERG 1x46,XX,+21, 2xM,1x54,XX,+5,?+5,+4,+6,-9,
+15,+20,+21,+21,-22,+2xM1

7 EWS/ERG 47,XY,der(16),t(1;16)(q12;q24)

Tabulka 3. Srovnání RT PCR (prÛkaz t(11;22) a t(21;22)) a cytoge-
netického vy‰etfiení.
*viz. tabulka 4, **pravdûpodobnû hodnoceny fibroblasty a ne nádorové
buÀky, # vy‰etfiení KD (cytologick˘m vy‰etfiením zji‰tûna 80 % infiltra-
ce KD obou lopat kostí kyãelních)
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Pac. Vûk / Histologie Lokalizace Metastázy RT-PCR (KD) PfieÏití
ãíslo Pohlaví prim. tu. VzorkÛ MRD + stav mûsíce

1 12/F ES/PNET hrudní stûna reg. LN 1 0 CR 1 24

2 6/M ES k.l˘tková ne 2 2 CR 1 13

3 2/M ES k.l˘tková ne 2 0 CR 1 ∗

4 15/M ES k.paÏní ne 2 1 CR 1 13

5 9/M ES k.stehenní ne 2 0 CR 1 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.stehenní ne 2 0 + 11

9 14/F ES pánev ne 1 0 CR 1 28

10 12/F PNET L3-S1 L 2 0 + 1

11 10/F ES k.stehenní ne 2 1 DP 27

12 15/F ES k.l˘tková L 2 2 CR 1 11

13 15/F ES EET - krk L 2 ∗ 0 + 7

14 14/F ES pánev ne 1 0 + 11

15 13/F ES pánev ne 1 0 CR 1 23

16 16/F ES k.kfiíÏová ne 1 0 + 7

17 9/F PNET ledvina ne 2 2 + 5

18 9/F ES k.stehenní ne 2 1 CR 1 12

19 15/M ES k.stydká L, B 2 0 + 20

20 15/M ES k.paÏní reg. LN 2 1 CR 1 15

21 17/M ES k.stehenní ne 2 0 CR 1 13

22 15/M ES k.holenní ne 2 0 CR 1 26

23 16/M ES k.l˘tková ne 2 0 ter. 3

24 15/F ES/PNET pánev L, B, BM 2 2 ter. 1

25 15/M PNET hrudní stûna ne 2 0 ter 2

26 15/F ES pánev ne 2 ∗ 0 ter. 5

27 6/M ES pátefi L5- S2 ne 2 0 ter 6

28 15/M ES patní kost ne 2 1 ter 6

Tabulka 4. Údaje o pacientech vy‰etfien˘ch metodou RT-PCR na pfiítomnost nádorov˘ch bunûk v KD v dobû stanovení diagnózy - pouze u jed-
né pacientky (ã. 24) jsme zachytili nádorové buÀky pfii cytomorfologickém a cytogenetickém vy‰etfiení bunûk aspirátu kostní dfienû (vy‰etfien
vÏdy stejn˘ vzorek KD).
EET - extraosální ES (z mûkk˘ch tkání), B - meta do skeletu, L - meta do plic, BM - meta do kostní dfienû LN - meta do lymfatick˘ch uzlin, CR 1. - 1. kom-
pletní remise, ter- pacient je dosud léãen, ∗ pacient ztracen z evidence

n˘ch dÛvodÛ dostupné vy‰etfiení molekulární. Za pûtileté obdo-
bí existence cytogenetické laboratofie Kliniky dûtské onkolo-
gie byla mnohokrát ovûfiena uÏiteãnost takového vy‰etfiení
u málo diferencovan˘ch nádorÛ z mal˘ch tmav˘ch bunûk, kde
mÛÏe b˘t histopatologická diagnostika obtíÏná. Mezi pfiíkla-
dy, kde cytogenetické vy‰etfiení pfiispûlo k urãení správné dia-
gnózy, lze jmenovat t(2,5) u anaplastického velkobunûãného
lymfomu, v dobû, kdy je‰tû nebylo zavedené vy‰etfiení této
translokace metodou FISH nebo t(X,18) u málo diferencova-
ného synovialosarkomu (obr. 5, obr. 6).
Cytogenetické vy‰etfiení je rovnûÏ vyuÏíváno jako referenãní
technika pfii zavádûní citlivûj‰ích metod molekulárních, jak
ukazuje v˘‰e uveden˘ pfiíklad u Ewingova sarkomu. Dále je
cytogenetika uÏiteãná pfii hledání nov˘ch prognostick˘ch zna-
kÛ. Napfiíklad u neuroblastomÛ jsou v posledních letech sle-
dovány dva nové nezávislé indikátory negativní prognózy.

Podle nûkter˘ch studií je jejich pfiedpovûdní hodnota dokon-
ce vy‰‰í neÏ amplifikace N-myc. Jsou to nadbyteãn˘ segment
17q21-qter, translokovan˘ vût‰inou na nûkter˘ dal‰í chromo-
zóm a delece 11q. Relativnû nedávno byla delece 11q u neu-
roblastomÛ bez N-myc amplifikace a delece 1p oznaãena za
zmûnu charakterizujicí podskupinu se zásadnû odli‰nou bio-
logickou povahou. Nádory z této podskupiny mají sklon k agre-
sivnímu metastatickému rÛstu, aãkoli není amplifikován N-
myc (obr.7). âast˘m indikátorem negativní prognózy jsou
zmûny na krátk˘ch i dlouh˘ch raménkách prvního chromozó-
mu. Tyto zmûny nejsou pfiímo závislé na typu nádoru, byly
popsány i u leukemií a lymfomÛ. Jsou povaÏovány obecnû za
známku klonální evoluce ãi progrese. 
Na‰e v˘sledky potvrzují v˘znam cytogenetického vy‰etfiení
na chromozomální i molekulární úrovni u dûtsk˘ch solidních
nádorÛ. Toto vy‰etfiení by mûlo tvofiit integrální souãást péãe
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Pac. Vûk / Histologie Lokalizace Risk MRD MRD AHSCT PfieÏití
ãíslo pohlaví prim. tu./ meta gr. dfieÀ∗ ‰tûp stav pfieÏití (m.)

1 12/F ES/PNET hrudní stûna/reg. LU IM ne ne ano (2) CR 1 24

2 9/M ES pánev/ne IM n.d. ne ano CR 1

3 22/M PNET EET -obl. lopatky/ HR ano ano ne + 12
skelet, plíce progrese

4 14/F ES pánev/ne IM ne ne ano CR 1 28

5 10/F ES k.stehenní/ne IM ano ne ano DP 27

6 15/F ES k.l˘tková/plíce HR ano ne ano (2) CR 1 11

7 14/F ES pánev/ne IM ne ne ano + 11
TRD

8 13/F ES pánev/ne IM ne ne ano CR 1 23

9 9/F PNET ledvina/ne IM ano ne ne , + léãebné komplikace + 5

10 17/M ES k.stehenní/skelet HR ano ano ano - ‰tûp vy‰etfien po transplantaci,
odbûr na jiném pracovi‰ti DP (+) ztracen

11 16/M ES pánev/ne IM nd ne ano Ztracen

12 15/M ES k.paÏní/LU HR ano ano ano - nov˘ odbûr PBSC
negativní - podán CR 1 15

13 10/M ES - relaps Stehenní k./plíce HR nd. ne ano- dvojitá transplantace DP/ 2.PR

14 6/M ES L S/ne IM ne ne plánujeme 2/ 2002 ter. /

15 15/F ES pánev/ne IM ne ne plánujeme 3- 4/ 2002 ter. /

16 16/M ES l˘tková kost/ne LR ne ne neplánujeme ter. /

17 15/F ES patní kost/ ne LR ano ne neplánujeme ter. /

Tabulka 5. Vy‰etfiení ‰tûpÛ PBSC pacientÛ s nádory skupiny ES/PNET (LR- low risk group, nádory men‰ího rozsahu bez generalizace, IM - inter-
mediate risk group, rozsáhlé nádory v nepfiíznivé lokalizaci -pánev, hrudní stûna , HR - high risk group - generalizovaná onemocnûní) ∗ vstupní infilt-
race kostní dfienû vy‰etfiovaná metodou PCR, nd- nevy‰etfieno

o pacienty s nádorov˘m onemocnûním. Nemûlo by b˘t opo-
míjeno pfii odbûru tkánû na operaãním sále pro rutinní histo-
patologické vy‰etfiení. Je tfieba myslet na nezbytnost odbûru
vitální tkánû. Ideální je kombinace základního cytogenetické-
ho vy‰etfiení se v‰emi v souãasnosti dostupn˘mi molekulární-
mi technikami, neboÈ kaÏdá má své pfiednosti. Pro správnou

interpretaci tûchto vy‰etfiení je nezbytná tûsná spolupráce i vzá-
jemná informovanost mezi klinick˘m lékafiem, patologem
i pracovníky v specializovan˘ch laboratofií. 
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