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SOUHRN

Popisovany jsou dva pfipady primarniho ,Ewing-like” sarkomu ve femuru 12letého chlapce a humeru 28letého muze. Morfologie obou nadort byla shodna
a sestavala ze solidnich hnizd mozaikovité usporadanych, kulatych bunék se svétlou cytoplazmou a pravidelnymi jadry. Vysledné organoidni usporadanti,
vcetné bohaté septalni vaskularizace a vyznamné pfimeési eozinofilnich leukocytd, pripominalo neuroendokrinni tumor. Imunohistochemickym vysetrenim
byla zjisténa pozitivita antigentd CD10, CD99, CD138. Molekuldrni analyza prokézala u obou sarkomi ptitomnost fizniho transkriptu EWSR1-NFATc2 vychazejici
z translokace t(20;22), jez byla zéroven doprovazena amplifikaci ¢asti téchto gent a jejich prilehlych oblasti. Oba nadory se chovaly agresivné a byly primarné
chemorezistentni. Léze v humeru 4 roky po resekci rozsahle mistné recidivovala s rozpadem osteosyntézy a v plicich byly zjistény suspektni metastazy. Tumor
femuru byl definitivné fesen totalni femoralni endoprotézou a hoch je po 11 mésicich od stanoveni diagnézy bez recidivy. Diskutovano je taxonomické posta-
veni téchto vzacnych lézi v ramci heterogenni skupiny tzv.,Ewing-like” sarkomu.

Kli¢ova slova: pazni kost — stehenni kost — Ewingliv sarkom - Ewing-like sarkom - translokace t(20;22)(EWSR1-NFATc2) — amplifikace

Where does Ewing sarcoma end and begin - two cases of unusual bone tumors with
t(20;22)(EWSR1-NFATc2) alteration

SUMMARY

The authors present two cases of Ewing-like sarcoma of the humerus and femur of a 12-year-old boy and a 28-year-old male, respectively. Identical morpholo-
gy in both tumors consisted of multiple solid nests with a mosaic collection of small, round, uniform cells with clear cytoplasm and no apparent nuclear atypia.
A monotonous structural arrangement, including both rich vascularity of bordering septae and significant admixtures of eosinophil leucocytes, resulted in
a final organoid “neuroendocrine-like” pattern. Immunohistochemistry revealed diffuse strong CD10, CD99 and CD138 positivity. Detailed molecular analysis
in both tumors confirmed translocation t(20;22) resulting in an EWSR1-NFATc2 fusion gene. Additionally, this translocation was accompanied by amplifica-
tion of the proximal part of the genes and surrounding areas. Clinically, both neoplasms behaved aggressively and they were primarily chemoresistant. Four
years later, the patient with the lesion in the humerus developed a massive local recurrence with a disruption of osteosynthesis. The last follow-up disclosed
suspicious metastatic deposits in the lung. The boy with the femoral tumor underwent a total femoral prosthesis and there are no signs of local or systemic
recurrence after 11 months of follow-up.

The authors discuss the taxonomic placement of these rare examples of Ewing-like sarcoma family in the light of new molecular discoveries.
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Ewinglv sarkom/PNET (ES) je po osteosarkomu druhym nej-
CastéjSim malignim tumorem kosti v détském véku (1). K jeho

spolehlivé diagnostice v soucasné dobé jiz nestaci pouze klasic-
ky histologicky obraz hematoxylin-eozinového preparatu, ktery
mUze byt neodlisitelny od biologicky a histogeneticky rozmani-
té skupiny tzv. nddorl z malych tmavych bunék jako napf.
lymfoblastického lymfomu, neuroblastomu, rhabdomyosar-
komu, mezenchymalniho chondrosarkomu, Wilmsova tumoru,
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malobunécného osteosarkomu, adamantinomu, desmoplastic-
kého kulatobunéé¢ného malobuné¢ného tumoru, a dalsich. Mo-
lekuldrné geneticky prikaz zlomu/translokace EWSR1 genu spo-
le¢né s detekci konkrétniho fuzniho partnera je nyni pokladan
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za standard presné diagnostiky ES urcujici [é¢bu a prognostické
vyhledy. Vysledky molekularnich analyz dokladaji nejen vysokou
»Zlomovou potenci” EWSRT genu, ale predevsim pestrou skalu
moznych tzv. ,driving” translokaci, Siroce presahujici kategorii
malobunéc¢ného, kulatobunééného sarkomu Ewingova typu
(2-9). Nejcastéjsim typem molekuldrni alterace ES jsou translo-
kace t(11;22)(EWSR1-FLIT) a t(21;22)(EWSR1-ERG1), reprezentuji-
ci vice jak 95% vysetienych tumor( (10-14). Tito fazni partnefi
genu EWSRT nalezi do skupiny vysoce homolognich tzv. ETS
(,E26 transforming sequence”) transkrip¢nich faktor(. Vzacné se
pak v onkogenezi ES uplatriuje fuze EWSR1 i s dalSimi ETS geny,
jako napt. ETV1, ETV4 a FEV (11,12,15). Cela tato skupina tumora
byva v literature ¢asto oznacovana jako tzv. ,Ewing-family”, kde
dosud nebyl hodnovérné prokazan prognosticky ani prediktivni
vyznam jednotlivych aberaci ani jejich podtypu (10,16). Plosné
vysetfovani molekularniho profilu kulatobunéénych sarkomi
Ewingova typu odhalilo posléze dalsi ojedinélé fuzni moznos-
ti, kde v3ak vedle EWSR1 alternovali partnefi mimo okruh ETS
genl napt. t(1;22) (ZGS), t(2;22) (SP3), t(4;22) (SMARCA5), t(6;22)
(POUS5FT) a t(20;22) (NFATc2) (12,15,17). Pro toto malé uskupeni
radové jednotek tumorl se pracovné uziva termin ,Ewing-like
family”. Publikované |éze se vyskytovaly ve skeletu i mékkych
tkanich a chovaly se vesmés velmi agresivné. | pfesto, Ze spolec-
nym jmenovatelem byl malobuné¢ny vzhled a CD99 pozitivita,
mnozi autofi vzapéti spekuluji o tom, ze ve skutecnosti by se
mohlo jednat o jiné neoplazie, byt fenotypové piibuzné.

Predkladdme dvé pozorovéani vyjime¢ného sarkomu kosti,
u nichz neobvykly mikroskopicky vzhled a identické molekular-
ni pozadi (v¢etné unikatni amplifikace fuzniho genu EWSR1-N-
FATc2) vérné kopirovaly nélezy ¢tyf izolovanych pfipadl uverej-
nénych dosud pouze v jediné praci (17).

MATERIAL A METODIKA

Material byl fixovan v 10% formolu a zalit do parafinu (FFPE);
pro barveni hematoxylinem eozinem a pro fluorescencni ,in
situ” hybridizaci (FISH) byly krajeny fezy silné 2 mm, pro imuno-
histochemické vysetteni fezy silné 4 mm. Imunohistochemické
vysetteni bylo provadéno elektronicky nastavenym protokolem
v automatu BenchMark ULTRA, VENTANA/Roche. K vizualizaci
reakce byl pouzit diaminobenzidin tetrahydrochlorid, k dobar-
veni jader metylénova modr. Seznam pouzitych protilatek, vy-
robce, klon a fedéni jsou uvedeny v tabulce (tab. 1).

FISH analyza byla provedena prostiednictvim EWSR1T ,break
apart” sondy (VYSIS/Abbott, Molecular, IL, USA ) a nasledné téz
pomoci NFATc2 ,break apart” sondy vyrobené z BAC (bakterial-
ni arteficidlni chromosom) klon RP5-827A12 a RP5-1106N18
(BlueGnome, Cambridge, UK). DNA byla izolovdna za pouziti
QlAsympohony DNA Mini kitu (Qiagen, Hilden, Germany) na au-
tomatizovaném extrakénim systému QIAsymphony SP (Qiagen)
dle protokolu vyrobce pro FFPE vzorky (Purification of genomic
DNA from FFPE tissue using the QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
and Deparaffinization Solution). Ke komparativni genomové
hybridizaci na cipu (aCGH) bylo vyuzito sklo NimbleGen 385K
Human CGH WG-T v2.0 (Roche NimbleGen Inc., Madison, WI,
USA). RNA byla extrahovédna pomoci RecoverAll Total Nucle-
ic Acid Isolation kitu (Ambion, Austin, TX, USA). Reverzni tran-

Tab. 1.
Nazev Klon Vyrobce Redéni Vysledek reakce
CD3 PS1 Novocastra 1:50 -
CD4 SP35 Ventana piediedéno -
CD10 SP6T Ventana piediedéno ++
CD43 L&D Ventana plediedéno -
CD45R0 (UCHL1) UCHL1 Dako Dako -
CD56 1B6 Novocastra 1:200 -
CD79a SP18 Vertana piediedéno -
CD%9 013 Vertana piediedéno ++
CD138 B-A38 Ventana prediedéno ++
CK AE1/3 PCK26 Ventana piediedéno -
CK Cam&.2 CAM 5.2 Ventana pfediedéno -
CK Oskar IsoType: 1gG2 Covance 1:100 -
EMA E29 Dako 1:400 -
FLI1 MRQ1 Cell Marque 1:50 -
Chromogranin A DAK-AZ Dako 1:100 -
Kappa polyclonal Ventana piediedéno -
Lambda polyclonal Ventana piediedéno -
Mastocytdrni tryptdza  AA1 Dako pfediedéno
Myeloperoxdaza polyclonal Vertana piediedéno -
PAXS SP34 Ventana piediedéno -
pb3 4A4 Vertana piediedéno -
Synaptofysin SP11 Ventana piediedéno -
5100 protein polyclonal Dako 1:2000 -
T-200 (LCA) 2B11+PDT/26 Dako 1:100 -

CD - clugter of difierentiation, CK - cytokeratin, EMA - epitelovy membrinovy antigen, LCA - spoledny leukocytami antigen;
P45 - panB-cell marcer; UCHL1- panT el marker.
Waledek reakce: difiné siiné poztivni ++ | pozithmi + | negativai - |

Obr. 1. Pfipad 1. A. Primarni osteolyticka léze centralni diafyzy humeru bez zndmek sifeni do okoli (CT). B. Rozsahla mistni recidiva s kompletni destrukci stépu
i prilehlé plvodni kosti a poskozenim kovové osteosyntézy; masivni progrese tumoru do mékkych tkani (RTG). C. Pfipad 2. Primarni osteolyticka léze excent-
ricky ulozena v diafyze femuru bez poruseni kompaktni kosti a znamek siteni do okoli (CT s kontrastem).
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skripce (RT) byla provedena kitem Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
K detekci flzniho transkriptu EWSR1-NFATc2 byla vyuZita RT-PCR
s HotStar Tag PCR Master Mixem (Qiagen) a s primery amplifiku-
jicimi oblast predpokladané fuze.

Sekvenacni analyza pro ovéfeni specifity fuzniho transkriptu
byla provedena pomoci Big Dye Terminator Sequencing kitu
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

POPIS PRIPADU

Pripad 1. U 28letého muze s neustupujicimi bolestmi v levé
pazi byla prokazana osteolyza stfedni ¢asti diafyzy humeru (obr.
1A).V probatorni biopsii a nasledné resekci 4 cm dlouhého Use-
ku kosti s nahradou alostépem byla s jistymi rozpaky stanove-
na diagnéza difizniho velkobuné¢ného B maligniho lymfomu
(DLBCL). ,Staging” potvrdil izolované postizeni skeletu a ne-
mocny podstoupil chemoterapii dle standardniho protokolu. Po
Ctyrech letech doslo k rozsahlé mistni recidivé, rozruseni fixa¢ni
osteosyntézy a masivni mékkotkanové propagaci tumoru (obr.
1B). Rebiopsie méla obdobny mikroskopicky vzhled. Nové pfi-
zplsobené lécebné schéma bylo bez efektu; pacient Zije posled-
nich 5 mésicl se suspektnim metastatickym rozsevem v plicich.

Pripad 2. U 12lého chlapce s trvalou bolesti ve stehné byl zjis-
tén tumor diafyzy levého femuru v rozsahu 7 cm, bez rozruseni
kompakty a zndmek sifeni procesu do okolnich mékkych tkani
(obr. 1Q). Po histologickém zavéru v.s. Ewingova sarkomu nasle-
dovala pfislusnd neoadjuvantni chemoterapie, ktera vsak byla

klinicky/radiologicky evidentné neucinnd. Pfistoupilo se tedy
k totalni endoprotéze femuru a hoch je 11 mésicd od stanoveni
diagnézy bez zndmek mistni ¢i systémové recidivy.

VYSLEDKY

Morfologicky vzhled byl u obou pfipadu totozny. Prevazujici
solidni Upravu nadoru doprovazela bohata kapilarni vaskulari-
zace zvyraziujici dojem organoidniho uporadani, které pfipo-
minalo neuroendokrinni tumor typu karcinoidu ¢i paragang-
liomu (obr. 2A). Mozaikovité seskupené nadorové bunky mély
mala kulatd, pravidelna jadra s ojedinélou mitotickou aktivitou
bez atypickych figur. Objemnd, napadné svétla cytoplazma se
zfetelnymi konturami vyslednych solidnich hnizd kontrastova-
la s vyrazné cervenou, zrnité granulovanou cytoplazmou hojné
pfimési témér viudypiitomnych eozinofill (obr. 2B). Az na ojedi-
néla drobna loziska nekrézy vypadal tumor blandné, uniformné
az monoténné, bez cytologickych atypii ¢i jaderného pleomor-
fizmu. V nadorovych elementech se histochemicky nepodafilo
prokézat glykogen, hlen ani lipidy.

Imunohistochemickym vysetfenim byla zjisténa difuzni, silna
pozitivita CD10, CD99 a CD138 (obr. 2C). Dalsi panel pouzitych
protilatek reagoval kompletné negativné (tab. 1).

Molekuladrné genetickym vysetfeni byl nejprve u obou pfi-
padd pomoci FISH zjistén zlom genu EWSR1 doprovéazeny am-
plifikaci proximalné situované casti sondy (obr. 2D). Nasledné
byla provedena aCGH, pfi jejiz analyze byl, mimo dalsich zmén,
nalezen markantni zisk (,gain”) ¢asti chromosom 20 a 22 (obr.
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Obr. 2. A. Totozna solidni mozaikovita Uprava obou nadord s bohatou kapilarni vaskularizaci vytvarejici dojem organoidniho ,neu-
roendokrinniho” uspofadani (HE, 200x). B. Nakupeni ¢etnych drobnych hnizd kulatych pravidelnych bunék s vyrazné svétlou cytoplaz-
mou a difuzni hojnou pfimési eozinofilnich leukocytl (HE, 400x). C. Difuzni, silnd membranova exprese antigenu CD99 v nadorovych
elementech (imunohistochemie). D. Pozitivni FISH analyza zlomu genu EWSR1 s amplifikaci proximalné situované ¢asti sondy - cervené
signaly (EWSR1 break apart probe, AbbottMolecular).
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Obr. 3. A. Array CGH s vyznacenymi oblast-
mi zisk(l (gains) na chromosomech 20 a 22.
Gain na chromosomu 20 zasahuje cast
genu NFATc2, gain na chromosomu 22 ¢ast
genu EWSR1.

B. Agarova elektroforéza s produkty RT-P-
CR k prikazu fuzniho genu EWSR1-NFATc2
(1 - marker; 2 - fazni transkript EWSR1-N-
FATc2 pacienta 1; 3 - fUzni transkript EWSR-
1-NFATc2 pacienta 2; 4 - ,non-templatova”
| 1A kontrola). C. Sekvence flazniho transkriptu
‘LL“,_.U EWSR1-NFATc2. Fize mezi exonem 9 (dfive

EWSR1 —exon 9 (dfive exon 8)

3A). Zisk v oblasti chromosomu 20 zasahoval i ¢ast genu NFATc2,
zisk v oblasti chromosomu 22 zahrnoval téz ¢ast genu EWSRI1.
Po provedeni této analyzy byla designovana ,break apart” son-
da k FISH prikazu zlomu genu NFATc2 a soucasné s tim primery
k detekci fuzniho transkriptu EWSR1-NFATc2. FISH analyza pro-
kazala zlom genu NFATc2 s amplifikaci proximalni ¢asti sondy.
Soucasné s tim byl detekovan fuzni transkript spojujici exon 9
(dfive v literatufe exon 8) genu EWSR1 s exonem 4 (dfive v litera-
tufe exon 3) genu NFATc2 (obr. 3B,Q).

DISKUZE

Molekularné geneticka analyza specifickych markerd je pro
presnou diagnostiku nékterych nadoru klicova a napf. diferen-
cidlni diagnostika malobunécnych kulatobunéénych tumor(
détského véku jasné ukazuje, ze standardni HE preparat se
Skalou imunohistochemie, byt v rukou zkuseného specialisty,
prosté jiz nestaci. Na druhou stranu poznatky ziskané rutinnim
genetickym vySetfovanim naznacuji, Ze molekularni mecha-
nismy jsou velmi sloZité, a Ze nékteré zdanlivé definujici geno-
vé alterace jsou jen dil¢im momentem celého komplexu déjd,
dosud neprobadanych, které mohou byt patogeneticky nékdy
vyznamnéjsi nez konkrétni zndmy defekt DNA. Obecna a velmi
zjednodusend predstava patobiologie Ewingova sarkomu spo-
¢iva v tom, ze ETS Usek fuzniho genu rozhoduje o specifickém
vazebném misté na DNA s naslednou aktivaci/inaktivaci pfi-
slusnych cilovych gend. Tvrdi se, Ze tato specifita je spole¢na/
jedinec¢na pro vsechny funkéné homologni geny skupiny ETS
jako jsou FLI, ERG, ETV1, ETV4 a FEV (12,17). Pro¢ v3ak vysledny
kulatobunéény, malobunécny morfo-/fenotyp je pak ale téméf
shodny i u spojeni EWSRT s naprosto odliSnymi geny mimo ETS
spektrum - tedy tzv. ,Ewing-like family”, neni zcela jasné.

Podobné nesrozumitelnou paralelou téz mze byt histoge-
neticky rlznoroda tfida Uplné jinych ,non Ewingovskych" na-
dor(, kde se EWSR1 patogeneticky uplatriiuje - napf. svétlobu-
nécny sarkom mékkych tkani a jeho ,gastrickd analogie”, aty-
picky fibrézni histiocytom, primdrni plicni myxoidni sarkom,
salivarni svétlobunécny hyalinizujici karcinom, myoepiteliom
mékkych tkani atd. (3-9). Zde paradoxné molekularni partner-
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8) genu EWSR1 a exonem 4 (dfive 3) genu
NFATc2.

stvi totoznych genll dé vzniknout histologicky a biologicky
naprosto rozdilnym nadordm. Jednoznacné vysvétleni tohoto
zdanlivé nelogického fenoménu zatim neexistuje; uvazuje se
jak o epigenetickych, transkrip¢nich ¢i posttransla¢nich déjich,
tak o principielni dileZitosti histotypu plvodniho buné¢ného
substratu, ve kterém pfislusnd genetickd aberace probéhne
(12).

Konecné, neddvno se v pisemnictvi objevilo nékolik izolova-
nych sdéleni popisujicich nové nalezené aberace u nediferen-
covaného kulatobuné¢ného ,Ewing-like” sarkomu nezasahu-
jici gen EWSRT; jde konkrétné o translokaci t(4;19)(CIC-DUX4)
a intrachromozomalni fuzi (BCOR-CCNB3) na chromozomu X
(18-20). Vétsina autord zde jiz oteviené obhajuje stanovisko, ze
v rdmci heterogenni tzv. ,Ewing-like family” existuji tumory, kte-
ré diky nespecifické morfologii nelze spolehlivé definovat jinak
nez geneticky.

Ve svétle vyse uvedenych skutecnosti se tedy zda celd skupina
molekuldrné znacné heterogenniho tzv. ,Ewing-like” sarkomu
ponékud uméla. Méné nez dvé desitky dosud publikovanych
sporadickych pfipadl spojuje nespecificky zlom EWSR1 genu,
CD99 pozitivita, mékkotkanova a skeletdlni lokalizace, znac-
nd agresivita a nediferencovany malobunécny, kulatobuné¢ny
vzhled. Je to v soucasnosti jesté dostatecné definujici a vymezu-
jici pro toto uskupeni?

Ctyfi dfive popsané a obé nase vy$etfované léze, charakte-
rizované translokaci t(20;22) (EWSR1-NFATc2), se vyse zminéné
sestavé preci jen ponékud vymykaji (17). Jeden mékkotkarnovy
(stehno) a celkem 5 kostnich tumord (4x femur, 1x humerus)
vykazovalo shodny vzhled kompaktniho, solidné alveolarniho,
mozaikovitého az organoidniho uspofadani bunék s napad-
né svétlou cytoplazmou a alespon v nasich nddorech s nepre-
hlédnutelnou, vyznamnou pfimési eozinofilnich leukocyta.
Originalni prace hodnoti morfologii oproti klasickému ES jako
atypickou, ale vyjma exprese CD99 detailnéjsi imunoprofil neu-
vadi; my jsme prokazali identickou konfiguraci imunofenotypu
s pozitivitou CD10, CD99 a CD138. Nejzajimavéjsi je naprosto
souhlasné molekuldrni pozadi u viech Sesti nadorG ve smyslu
dispozice mista zlomu EWSRT resp. NFATc2 genl a detailniho
usporadani vysledného fuzniho genu, véetné jedine¢né amplifi-
kace, kterd nebyla jesté nikdy v rdmci ES popsana.

CESKO-SLOVENSKA PATOLOGIE2 2014



Pro presné pochopeni biologického vyznamu uvadéné raritni

genetické poruchy doprovazejici tento mimoradny nador a jeho
odpovidajici taxonomické zaclenéni je nutné nejen hlubsi mo-
lekularné patologické poznani, ale téz Sirsi klinicko-onkologicka
zku3enost. Oba ndmi sledované pfipady se chovaly zna¢né agre-
sivné a bézny lécebny protokol pro ES byl neucinny.
V této souvislosti si urcité zaslouzi pozornost i aktudlné publiko-
vana prace o benignim hemangiomu kosti s t(18;22)(EWSR1-N-
FATc1) genotypem (2). Jakkoliv homologni a ze stejné skupiny
jako NFATc2 vychazejici, NFATc1gen se objevuje na molekular-
nim pozadi pfi formovéni histogeneticky odlisné, benigni ,non
Ewingovské” |éze. Jednim z moznych vysvétleni neocekdvané
morfologické projekce této genetické aberace by mohl byt fakt,
Ze zde, na rozdil od diskutované EWSR1-NFATc2 fize, nedochazi
k amplifikaci nové genové chiméry. Nelze totiz vyloucit, ze pravé
amplifikace EWSR1-NFATc2 fuzniho genu spole¢né s koamplifi-
kaci sousednich geni mlze byt zodpovédna za vysledné agre-
sivni biologické chovani (17).

ZAVER

Prezentovany byly dva neobvyklé kostni nadory se shodnym
histologickym obrazem a t(20;22) (EWSR1-NFATc2) genotypem.
Domnivame se, zZe jejich zaclenéni v biologicky neurcité skupi-
né ,Ewing-like” sarkomu je pfinejmensim stejné odvazné jako
spekulace, Ze by se ve skute¢nosti mohlo jednat o naprosto jiné
tumory. Nesporné vsak je, Ze existuje celé spektrum neoplazii
s neodlisitelnou morfologii, kde zlom EWSR1 genu prokazany
metodou FISH v Zddném pfipadé neznameng, Ze se jedna o pro-
ces pribuzny s klasickym ES. Je zfejmé, Zze bez detailni extenziv-
ni analyzy molekularniho pozadi konkrétni |éze neni spolehlivé
a presné zaclenéni v ramci stavajici klasifikace mozné.
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