Abstrakt

S rozvojem molekularné-biologickych metod se pozornost soustied’uje na moznosti
detekce minimalni rezidualni nemoci (minimal residual disease, MRD) u solidnich nadoru.
V nasi préaci se soustiedime na dlikaz piitomnosti MRD u neuroblastomti. Neuroblastom je
nador periferniho sympatického nervového systému, ktery zahrnuje az desetinu vSech
détskych solidnich nadorti. Otazkou zustavd, zda piitomnost MRD v kostni dieni bude
mozné vyuzit jako nezavisly prognosticky znak. S tim je spojena i dal$i otazka, jakou
techniku je k jejimu prokazani nejvhodnéjsi pouzit, piipadné jaky znak vysetrovat.

K detekci MRD u neuroblastomil je mozné vyuZit nékolik metodickych pftistupt,
které se odliSuji nejen nakladnosti a pracnosti, ale zejména senzitivitou a specificitou.
Detekuji se nddorové buiky v periferni krvi nebo v kostni dfeni. Kostni dien je velmi
castym mistem metastatického postizeni u neuroblastomu. Pfi vstupnim vySetfeni kostni
dfen¢ pomoci standardniho cytomorfologického vySetieni je pozitivita zachycena u vice nez
85 % ptipadd neuroblastomt vysokého rizika. Koncentrace nadorovych buné€k je vSak casto
v kostni dfeni nebo periferni krvi v hodnotach (pfedevSim v pribehu terapie nebo po jejim
ukonceni), které jsou hluboko pod detek¢nim limitem standardnich vySetfovacich metod:
cytomorfologické vySetieni, zobrazovaci metody (MRI, CT, UZ), izotopové metody
(MIBG). V nasi praci byly proto pouZzity citlivéjSi metody: reverzné transkriptazova
polymerdzovd reakce v redlném Case (QRT-PCR), pratokova cytometrie
a imunocytochemicki metoda. Tyto metody jsme nasledné porovnali s cytomorfologickym
vySetfenim, které je schopné prokazat 1 nadorovou buniku mezi 200 bunikami kostni diené.

NaSe studium je zaméfeno jako retrospektivné prospektivni, ve kterém byly
vySetieny vzorky od pacientii s neuroblastomem. Do studie bylo zatazeno 46 pacientd,
od kterych jsme ziskali 132 vzorkl kostni dfen¢. Porovnali jsme vysledky z jednotlivych
vySetfeni mezi sebou a u QRT-PCR i korelace sledovanych geni mezi sebou. V nasem
piipad¢ jsme dokazovali expresi mRNA tii gentt TH, PHOX2B, DCX, které jsou stabiln¢
exprimovany u neuroblastomi, ale nejsou exprimovany buinikami kostni dfené. Podobnou
senzitivitu, jako pfi RT-PCR, je mozné dosdhnout pomoci imunocytochemie. V nasem
piipadé dokazujeme antigen GD2, ktery je pfitomen na povrchu neuroblastomovych bunék,
nikoliv vSak bunék kostni dfen¢. Senzitivita vySetieni pomoci pritokového cytometru je
zavisla na zvoleném postupu a poctu vySetiovanych znakli v kombinaci. Stanovili jsme

kombinaci CD45 / CD81" / CD56". Pii tomto postupu jsme schopni dosdhnout senzitivity



1 nadorové bunky mezi 100-1000 bunkami kostni dfené. Senzitivita a specificita téchto
vySetfeni byla ovéfena uz v in vitro modelech.

Tato vySetfeni jsme porovnali s cytomorfologickym vySetfenim. V nasi studii jsme
prokéazali, Ze QRT-PCR a imunocytochemie jsou citlivéjsimi technikami pii detekci MRD,
nez prutok cytometrie a cytomorfologické vysetfeni. Vysledky vySetfeni by mohly pomoci
pfi stanoveni vhodné metody a vySetfovaného znaku MRD u neuroblastomli. Na zdklad¢
nami zjiSténych vysledka jsme se pokusili stanovit diagnostické schéma pro diagnostiku

MRD u neuroblastomu.
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