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Molekularné geneticka diagnostika high-grade gliomu pediatrického
typu

Abstrakt

Pediatrické high-grade gliomy (HGG) pfedstavuji zdvazné onemocnéni s vysokou mirou
morbidity a mortality u déti. Geneticka diagnostika se stava klicovym nastrojem pro lepsi
pochopeni patogeneze téchto nadorti a ke zlepSeni pieziti pacientii s takto infaustni
diagnozou. Tato bakalafska prace se zaméfuje na molekularné genetickou diagnostiku
HGG u pediatrickych pacientli. Prace za¢ina piehledem pediatrickych HGG a podtrhuje
dilezitost molekularné genetického pristupu k jejich studiu. Nasleduje zhodnoceni
soucasnych molekularné genetickych technik v diagnostice HGG, a to primarn€ na
analyzu specifickych genovych mutaci. Dale se prace zabyva metodami sbéru vzorkd,
analyzy dat a interpretace vysledkti. Diraz je kladen na potencidl molekularné
genetickych vysSetieni pro predikci prognoézy, vybér vhodnych terapeutickych strategii
a sledovani pacientti po 1é¢bé. Nakonec jsou diskutovany vyzvy a budouci sméry v oblasti
molekularni genetické diagnostiky HGG u pediatrickych pacientl. Tato prace poskytuje
komplexni pohled na vyznam molekuldrni genetiky v diagnostice a managementu HGG

u déti a pfispiva k rozvoji novych piistupti k 16cbe€ tohoto zdvazného onemocnéni.
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Molecular Genetic Diagnostics of Pediatric high-grade Gliomas

Abstract

Pediatric high-grade gliomas (HGG) represent a serious disease with high morbidity and
mortality rates in children. Genetic diagnostics are becoming a key tool for better
understanding the pathogenesis of these tumors and improving their clinical management.
This bachelor's thesis focuses on the molecular genetic diagnosis of HGG in pediatric
patients. The thesis begins with an overview of pediatric HGG and the importance of a
molecular genetic approach to their study. It then evaluates current molecular genetic
techniques in the diagnosis of HGG, primarily focusing on the analysis of specific gene
mutations. Furthermore, the thesis addresses methods of sample collection, data analysis,
and interpretation of results. Emphasis is placed on the potential of molecular genetic
diagnostics for predicting prognosis, selecting appropriate therapeutic strategies, and
monitoring patients post-treatment. Finally, challenges and future directions in the field
of molecular genetic diagnostics of HGG in pediatric patients are discussed. This work
provides a comprehensive view of the significance of molecular genetics in the diagnosis
and management of HGG in children and contributes to the development of new

approaches to treating this serious disease.
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1 Uvod

High-grade gliomy (HGG) ptedstavuji zdvazné maligni nddory mozku s vysokou mirou
morbidity a mortality. Nedavnéd revize klasifikace Svétové zdravotnické organizace
(WHO) podtrhuje vyznam molekuldrné genetické analyzy pro ptfesnéjsi charakterizaci
téchto nadort a lepsi pochopenti jejich biologickych vlastnosti. Tato bakalarska prace se
zamétuje na molekularné genetickou diagnostiku HGG u détskych pacienti v souladu

s novymi sméry WHO Kklasifikace.

V teoretické Casti prace bude probran piehled aktudlniho stavu poznani v oblasti
molekularni patologie HGG a jejich klasifikace podle novych smérit WHO. Zvlastni
pozornost bude vénovana genetickym abnormalitim spojenym s HGG, a to hlavné
mutacim v genech IDHI, IDH?2, H3-34, H3C2, BRAF, FGFRI a ACVRI, které jsou pro

nas klicovymi biomarkery pro diagnostiku a prognézu onemocnéni.

V praktické ¢asti prace bude popsano provedeni molekularné genetického vySetfeni DNA
u souboru détskych pacienti s HGG retrospektivné az do roku 2023. Tato analyza bude
provadéna pomoci metodiky polymerdzové ftetézové reakce (PCR) a Sangerova
sekvenovani, které umozni identifikaci specifickych patogennich variant vySetfovanych
genl. Vysledky molekuldrniho vySetfeni budou nasledné analyzovany a korelovany

s morfologickymi a klinickymi charakteristikami pacientd.

Cilem této prace je nejen poskytnout komplexni pohled na molekularni charakteristiku
HGG u détskych pacienti, ale také zkoumat potencidlni terapeutické cile identifikované
molekularné genetickym vySetfenim ve spolupraci s dal§imi odborniky jako jsou
patologové, klini¢ti onkologové a radiologové. V tomto kontextu je klicovou hypotézou
prace otazka, zda je mozné na zékladé¢ molekularné genetické analyzy identifikovat

vhodné terapeutické cile pro 1é¢bu pediatrickych pacientti s HGG.



2 Teoreticka cast

2.1 High-grade gliomy pediatrického typu: charakteristika a epidemiologie

High-grade gliomy pediatrického typu jsou agresivni nddory mozku, které se vyskytuji u
déti a mladistvych. Tyto nadory jsou charakterizovany svou vysokou malignitou

a rychlym ristem, coz znacné ztézuje jejich 1écbu.

V ptipadé HGG se jedna o vysoce infiltrujici nddorové buiiky daleko od makroskopicky
zfetelné nddorové masy. Vzhledem k této skutecnosti je velice obtizné a ¢asto nemozné

tyto nddory resekovat (Zamecnik, 2019).

Z histologického hlediska se jedna o nadory s vysokou mirou bunéénych atypii, vysokym
podilem buné¢né proliferace a velmi Casto i s nekrozou. HGG jsou obvykle klasifikovany
jako WHO grade III (anaplasticky astrocytom) nebo grade IV (v dospélé populaci

glioblastom) a to v zavislosti na jejich histologickych a molekularnich charakteristikach.

Obecné u nadortt CNS mohou byt zjistény rizné zmény a molekularni abnormality, na
zaklad¢ kterych WHO vroce 2021 upravila jejich klasifikaci. Ta nyni zdlraziuje
primarné¢ molekularni diagnostiku. U pediatrickych HGG casto nachdzime mutace
v genech H3-34 (H3F3A4), IDHI, popt. IDH2, BRAF, FGFRI anebo ACVRI, které jsou
stézejni pro prognézu onemocnéni a dalsi terapeutické rozhodovani. Praveé vysetieni
mutaci v genu BRAF, FGFRI nebo ACVRI je dilezité z potencidlné terapeutickych
diivodu — mize totiz vést k indikaci cilené terapie i u prognosticky nepiiznivého

onemocnéni, kterym pediatrické HGG jsou.

Vseobecnymi klinickymi ptiznaky, které jsou Casto zplsobeny tlakem na mozkové
struktury jsou naptiklad bolesti hlavy, neurologické deficity, epileptické zachvaty a dalsi

neurologické symptomy.
2.1.1 WHO klasifikace HGG pediatrického typu

Vroce 2021 vznikla jiz pata WHO klasifikace, ve které se noveé zavadi termin
,pediatricky typ®, ktery odrazi rozdilnou patobiologii, ktera je zikladem glioml
vznikajicich primdrné€ u déti ve srovnani s dospélymi. Difuzni high-grade gliomy u déti
jsou méng Casté nez Cast¢jSi low-grade gliomy a jejich rtizné typy jsou definovany
v zavislosti na typické lokalizaci, véku a molekularnich zménach. Zahrnuji ¢tyti hlavni

typy: 1) Difuzni sttedoc¢arovy gliom H3 K27-alterovany; 2) Difuzni hemisféricky gliom
9



H3 G34-alterovany; 3) Difuzni gliom high-grade détského typu H3-wildtype a IDH
wildtype; a 4) Hemisféricky gliom infantilniho typu (Gianno et al., 2022).

2.1.1.1 Difuzni stiedocarovy gliom (H3 K27-alterovany, DMG, DIPG)

Diftizni gliom stfedni linie (DMG), H3 K27-alterovany nebo také difuzni intrinsicky
pontinni gliom (DIPG) je stfedoc¢arovy infiltrativni gliom se ztrdtou imunoexprese
trimetylace  histonu H3 K28me3 (K27me3) a to obvykle substituci
H3-34 ¢.83A>T/p.K28M (K27M) v jedné z izoforem histonu H3, aberantni nadmérnou
expresi genu EZHIP. Casté jsou rovnéz mutace genu EGFR. Dle WHO gradingu je
klasifikovan jako grade 4 (WHO Classification of Tumours online).

Lokalizace:

Pediatrické DMG jsou primarné lokalizovany v oblasti mozkového kmene, pontu (DIPG)
nebo jsou bithalamické, zatimco DMG u adolescentli ¢i dospélych pacientli vznikaji
pfevazné jednostranné v thalamu nebo v mise, zatimco lokalizace v mistech mimo stfedni
linii, jako je epifyza nebo mozecek je vyjimecna (Meyronet et al., 2017; Gilbert et al.,

2018; Roux et al., 2020).

Klinické ptiznaky:

Vétsina pacientd s DIPG ma velice kratkou anamnézu (kratsi nez dva mésice) s klasickou
triadou: obrna hlavovych nervi (82 %), poskozeni pyramidalniho traktu (51 %) a ataxie
(62 %). (Hoftman et al., 2018). Mezi bézné pocatecni ptiznaky thalamickych DMG patii

intrakranidlni hypertenze a motoricky nebo senzoricky deficit (Steinbok et al., 2016).

Zobrazovaci metody:

Na magnetické rezonanci maji DIPG klasicky epicentrum v pontu a typicky zahrnuji vice
nez 50 % jeho povrchu, Casto asymetricky a cCasto s obalem bazilarni tepny. (Steffen-

Smith et al., 2014).

Muze se objevit také exofyticka (zevné rostouci) slozka a/nebo infiltrace do stfedniho
mozku, cerebralnich stopek a cerebralnich hemisfér. Thalamické nddory mohou byt jak
jednostranné, tak bilateralni, pficemz bilateralni je Castéjsi u podtypu s mutaci genu

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Broniscer et al., 2018).
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Epidemiologie:

Epidemiologicka data pro tyto neddvné popsand vzacné onemocnéni jsou prozatim
nedostatecnd. Incidence DIPG je odhadovana na 0,54 pfipadii na 1 milion osob za rok
celkové a 2,32 piipadli na 1 milion osob za rok u pacientli ve v€ku pod 20 let a to bez

predilekce pohlavi (Hoffman et al., 2018).

DIPG ptedstavuje 10-15 % vSech détskych nadort mozkd a 75 % vSech nadort
mozkového kmene u déti. Thalamické DMG jsou vzacnéjsi a predstavuji pouze 1-5 %

détskych nadorti mozku a 25 % nédora thalamu (Ryall et al., 2016).

EGFR-mutované DMG se nejcastéji vyskytuji v détstvi a to s medianem véku pacienta

7-8 let (Gessi et al., 2015; Chai et al., 2020).

V pediatrické populaci vyskyt H3-34 p.K28M (K27M) - mutantnich DMG a H3-wildtype
DMG s nadmérnou expresi EZHIP vrcholi ptiblizné ve véku 7-8 let, zatimco H3.1 (nove
H3C2) nebo H3.2 (nové H3C15) p.K28M (K27M)-mutované DMG se vyskytuji u
mladsich pacientd s medianem véku kolem 5 let (Castel et al., 2020; Hoffman et al., 2018;

Mackay et al., 2017).

Etiologie:

Prozatim neni zndma zadna specifickd geneticka nachylnost k DMG. Vyjimec¢n¢ se ale
DMG mohou vyskytnout na pozadi k nadoriim predisponujicich syndromt, jako je

napiiklad syndrom Li-Fraumeni nebo porucha opravnych mechanismi ve struktufe DNA.

Makroskopicky vzhled:

Difuzni infiltrace parenchymu neoplastickymi buiikami a s ni souvisejici edém zptsobuje
zvétSeni a deformaci anatomickych struktur, stejné tak jako méknuti a zménu barvy tkani

s hemoragickymi nebo nekrotickymi zénami (Buczkowicz et al., 2014).

Mikroskopicky vzhled:

DMG difuzné infiltruji parenchym CNS, obvykle bez konkrétniho perivaskularniho nebo
perineurondlniho tropismu. VétSina bunck je mald a monomorfni, ale mohou byt
1 polymorfni, vykazujici astrocytarni, piloidni, oligodendroglidlni, obrovskobuné¢nou,

nediferencovanou nebo epiteloidni cytologii (Solomon et al., 2016).

11
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Obrazek 1 - mikroskopicky obraz DIPG vykazujici infiltrativni neoplastické bunky na
edematoznim pozadi s rezidudalnimi neurony (Zdroj: Varlet, 2022).

U EGFR-mutovanych DMG je Casto pfitomna mitotickd aktivita, ale nekr6za nebo
mikrovaskularni proliferace jsou vzacné. DMG jsou povazovany dle WHO za nadory

CNS grade IV, bez ohledu na pfitomnost mikrovaskularni proliferace nebo nekrozy.

Prognéza a predikce:

Nezavisle na lokalizace je progn6za DMG S§patnd a to s maximalné¢ dvouletou mirou

preziti pod 10 % (Mackay et al., 2017).
Chirurgické moznosti feSeni jsou velice omezené vzhledem k lokalizaci nadoru.

Pacienti s DMG s mutaci H3C2 nebo H3C15 p.K28M (K27M) nebo pacienti vykazujici
nadmérnou expresi EZHIP maji o néco delsi celkové preziti (16 mésicil) nez pacienti s
DMG, kteti nesou H3-34 p.K28M (K27M) mutaci (11 mésict) (Castel et al., 2018, 2020;
Hoffman et al., 2018).

2.1.1.2 Difuzni hemisféricky gliom (H3 G34-alterovany)

Difuzni hemisféricky gliom, H3 G34-alterovany je infiltrativni gliom postihujici
mozkové hemisféry s missense mutaci genu H3-34, ktera vede k jedné z nasledujicich
substituci histonového proteinu H3: ¢.103G>A/p.G35R (G34R), ¢.103G>C/p.G35R
(G34R) nebo ¢.104G>T/p.G35V (G34V). Dle WHO gradingu rovnéz je klasifikovan jako
grade IV (WHO Classification of Tumours online).

12



Lokalizace:
Diftzni hemisféricky gliom H3 G34-alterovany vznikd v mozkovych hemisférach.
Obcasné je pozorovano jeho rozsiteni do stiednich struktur a také leptomeningedlni

diseminace (Korshunov et al., 2016; Mackay et al., 2017).

Klinické ptiznaky:

Klinické pfiznaky se u pacientd manifestuji dle pfisluSnych anatomickych struktur,

véetné zachvatl a motorickych a senzorickych deficitl.

Zobrazovaci metody:

Charakteristiky magnetické rezonance jsou podobné jako u jinych nestfedoCarovych
HGG. Magneticka rezonance typicky odhaluje sytici se 1ézi podezielou z high-grade
gliomu v kortikalnich oblastech, Casto zahrnujici parietdlni nebo temporalni lalok. Lze

pozorovat také nekrozu, cystické zmény, krvaceni a kalcifikace (Vettermann et al., 2018).

Epidemiologie:

Difuzni hemisférické gliomy typicky postihuji dospivajici a mladé dospélé ve veéku
15-19 let. Nékteré studie ukazaly, Ze tyto nadory tvoii pfiblizné 16 % hemisférickych
HGG pediatrického typu (Kasper & Baker, 2020; Mackay et al., 2017).

Etiologie:

Prozatim neni zndma Z&dna specifickd genetickd vnimavost pro H3 G34-alterované

diftizni hemisférické gliomy a nebyly hlaSeny zadné rizikové faktory.

Makroskopicky vzhled:

Difuzni infiltrace parenchymu zplisobuje zvétSeni a deformaci mozkovych struktur,

stejné jako zmekceni a zmeénu barvy s hemoragickymi a/nebo nekrotickymi zénami.

Mikroskopicky vzhled:

Difuzni hemisféricky gliom ma typicky glioblastomovy vzor, charakterizovany vysoce
bunéénym, infiltrativnim astrocytdrnim tumorem s rychlou mitotickou aktivitou. Navic

je obvykle pozorovana mikrovaskuldrni proliferace a/nebo nekréza, ackoli pfitomnost
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téchto znakG neni pro diagndézu nutnd. V nékterych piipadech lze pozorovat

mnohojaderné a pleomorfni buitky (Korshunov et al., 2016).
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Obrazek 2 - mikroskopicky obraz difuzniho hemisférického gliomu H3 G34-
alterovaného uzkazujici palisadovitou nekrozu (Zdroj: Leske, 2022).

Prognéza a predikce:

Prognéza pacientt s difuznim hemisférickym gliomem H3 G34 je Spatnd, s medianem
pteziti bez progrese 9 mésicli a medianem celkového pieziti 18—-22 mésict (Korshunov
et al., 2016; Mackay et al., 2017). U pacienti dochazi ptevazné k lokalnim recidivam, ale

muze dojit i k leptomeningealni diseminaci.

V ptipadé metylace promotoru MGMT a absence amplifikace n¢kterych z protoonkogenti

miZze byt toto onemocnéni spojeno s delSim celkovym piezitim (Korshunov et al., 2016).
2.1.1.3 Difuzni high-grade gliom détského typu (H3-wildtype, IDH-wildtype, pHGG)

Diftizni high-grade gliom détského typu H3-wildtype a IDH-wildtype je diftizni gliom
s malignimi histologickymi rysy, typicky se vyskytujici u déti, dospivajicich nebo
mladych dospélych. Taktéz dle WHO gradingu klasifikovan jako grade I'V.

Lokalizace:

Vznik pHGG byva popisovan primarné v supratentoridlnim mozku, mozkovém kmeni
a mozecku. Lokalizace byvaji mirn¢ odlisné, a to v zavislosti na molekularnim subtypu
pHGG (Korshunov et al., 2017).
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Klinické ptiznaky:

Podobné jako u jinych HGG se u pacientii rozviji klinické ptfiznaky dle piislusnych
anatomickych struktur. Také mohou zahrnovat zachvaty a motorické nebo senzorické

deficity.

Zobrazovaci metody:

Magneticka rezonance mlize odhalit podobné charakteristiky, jako u ostatnich HGG s to
typicky néador sytici se 1ézi podezielou z high grade gliomu. Nékteré subtypy pHGG se
mohou odliSovat napiiklad mirnym ohranic¢enim nebo pouze mirnym edémem (Tauziede-

Espariat et al., 2019).

Epidemiologie:

Aktualni epidemiologicka data pro pHGG dosud neexistuji.

Etiologie:

Typicky molekularni charakteristiky kompatibilni s pHGG maji gliomy vznikajici po
terapeutickém ozateni tzv. radioterapii indukované gliomy (RIG) nebo gliomy spojené s

poruchou opravnych mechanismu ve struktuie DNA (Lopez et al., 2019).

Makroskopicky vzhled:

Makroskopicky vzhled byva typicky pro HGG. Difuzni infiltrace parenchymu zptsobuje
zvétseni a deformaci mozkovych struktur, stejné¢ jako zmeékéeni a zménu barvy

s hemoragickymi a/nebo nekrotickymi zénami.

Mikroskopicky vzhled:

Histopatologie typicky vykazuje znaky bud’ maligniho nadoru podobného glioblastomu
(s mitotickou aktivitou, vaskularni proliferaci a nekrézou) nebo primitivni,
nediferencovanou morfologii. Ve stejném vzorkl tkdn€ 1ze asto nalézt ob¢€ oblasti — jak
oblasti gliové diferenciace, tak oblasti primitivni diferenciace. V nékterych ptipadech

mize chybét vaskularni proliferace a nekroza.
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Obrazek 3 - mikroskopicky obraz pHGG H3-wildtype a IDH-wildtype — nddor je vysoce
bunécny, pripominajici embryonalni morfologii a vykazujici ostré ohranicent od
mozkoveé tkané (Zdroj: Varlet, 2022).

Prognéza a predikce:

Udaje z jedné multiinstitucionalni studie nazna¢uji maximaln& dvouletou miru pieziti u
23,5 % nemocnych a medidnem celkového preziti 17,2 mésice. Studie také ukazala, ze
mediany celkového preziti jsou rozdilné v zavislosti na subtypu pHGG. (Korshunov et

al., 2017).

Prozatim existuje malo udaji o potencialné terapeuticky cilitelnych zménach (naptiklad
mutace nebo amplifikace gent PDGFRA nebo EGFR), nicméné jejich prediktivni
vypoveéd musi byt jesté dostatecné prokazana.

2.1.1.4 Hemisféricky gliom infantilniho typu

Hemisféricky gliom infantilniho typu je cerebralni hemisféricky high-grade astrocytom

vznikajici v raném détstvi. Je typicky svymi molekuldrnimi zménami, jako jsou napiiklad

fuze gentl pro receptory tyrozinkindz (NTRK, ROSI, ALK nebo MET.)

Lokalizace:
Mistem vzniku téchto gliomi je supratentoridlni kompartment, gliomy obvykle tvoii
velké masy. Casto zde dochazi k povrchovému postiZeni (leptomeningealnimu rozsevu)

(Clarke et al., 2020).
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Klinické ptiznaky:

Prezentace klinickych pfiznakl byva obvykle akutni. B¢hem kojeneckého veku u déti
s hemisférickym gliomem infantilniho typu mohou projevovat nespecifické symptomy

od agitovanosti az po letargii. Zaroven lze pozorovat makrocefalii (velky obvod hlavy).
Neékteré z téchto tumort lze diagnostikovat jesté pred porodem.

Epidemiologie:

Vsechny prozatim zndme pfipady se vyskytly v raném détstvi, vétSinou v prvnim roce
zivota. Dle uvedené studie byl median véku projevu klinickych ptiznaka 2.8 mésice (v

rozmezi 0-12 mésict) (Guerreiro Stucklin et al., 2019).
Etiologie:
Prozatim neni znama.

Makroskopicky vzhled:

Prozatim existuje velmi malo popsanych makroskopickych zmén. Uvadi se, Ze tyto
gliomy jsou velké a obsahuji cystickou slozku a pevnou ¢ast. Zarovenn zde muze dojit
k nekréze a krvaceni (Aghajan et al., 2016; Clarke et al., 2020; Coccé et al., 2016;
Guerreiro Stucklin et al., 2019; Ng et al., 2019; Olsen et al., 2015; Valera et al., 2020).

Mikroskopicky vzhled:

Nédory jsou mnohobunécné, dobife ohrani¢ené od pfilehlého mozkového parenchymu
(Clarke et al., 2020). Astrocytarni, asto vietenité buniky s mirnou az stfedni pleomorfii
jsou uspotadany ve svazcich nebo jednotnych listech. Casto zde dochézi k palisadovité

nekrdze, mitotické aktivité s mikrovaskularni proliferaci.
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Obrazek 4 - mikroskopicky obraz hemisférického gliomu infantilniho typu vykazuj
klasicke rysy HGG vcetné palisadovité nekrozy a proliferace endotelu (Zdroj: Hawkins,

2022).

Prognéza a predikce
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3 Molekularni patologie high-grade gliomi pediatrického typu

Zakladnimi vySetfovacimi postupy, které se vyuzivaji v patomorfologické diagnostice
nadort stale zustavaji biopticka vySetieni, kde je mozné krom¢ zakladniho barveni vyuzit
1 vysoce specializované metody, jako je histochemie, enzymova histochemie,
imunohistochemie, elektronova mikroskopie a v neposledni fadé molekularni diagnostika

(Stangk et al., 2023).

Molekularni diagnostika onkologickych onemocnéni vyuziva biomarkeri prokazujicich
kvantitu ¢i geneticky status molekul reagujicich s podanymi [é¢ivy nebo hodnoti zmény
pfislusné signalni drahy zhlediska progndézy onemocnéni. V onkologii se tato
diagnostika zabyva studiem dysregulace procesi souvisejicich se vznikem i1 rozvojem
onemocnéni, a tak sleduje mutacni zmény, které maji vliv na transformaci nadoru.
Z tohoto diivodu se molekularni diagnostika stala nedilnou soucasti diagnostického
vySetieni, klinické mediciny, onkochirurgické problematiky a onkologické terapie

(Stangk et al., 2023).

V ptipadé nddoru CNS se molekularni diagnostika stala jiz nedilnou souc¢ésti doplnujici
histologickou klasifikaci a je zalozena na stanoveni genetickych a epigenetickych zmén,

pfipadné na zménach genové exprese.

Za zminku v molekuldrni diagnostice HGG pediatrického typu stoji vySetfeni mutaci

genll BRAF, FGFR1, ACVRI, popi. PDGFRA.

Gen BRAF hraje kli¢ovou roli v proliferaci, diferenciaci, bunécné motilit¢ a apoptodze. Na
zaklad¢ té€chto zjisténi bylo pouziti BRAF jako terapeutického cile milnikem. Nejcastéjsi
z cilitelnych mutaci genu BRAF je patogenni varianta p.V600E, ktera se vyskytuje zhruba
u poloviny vsech epiteloidnich gliomll. Detekce mutace BRAF V600E piedstavuje

pozitivni prognosticky ukazatel (Guarnaccia et al., 2022) z divodu mozné cilené terapie.

Receptor aktivinu A typu I (ACVR1) kdéduje kostni morfogeneticky receptor. Jeho funkce
je spojena s mnoha biologickymi procesy a v posledni dob¢ i s tumorigenezi. Somatické
mutace v ACVRI1 byly spojovany s HGG détského mozkového kmene, jejich specificka

role v8ak musi byt jesté objasnéna (Guarnaccia et al., 2022).

FGFRI1 (Fibroblast Growth Factor Receptor 1) je ¢len rodiny receptort pro fibroblastovy

rustovy faktor, ktery hraje klicovou roli v regulaci bunééného rlstu, diferenciace
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a migrace. U pediatrickych pacienti s HGG mize dochédzet k mutaci v genu pro FGFR/,
coz muze ovlivnit jeho funkci a pfispivat k vyvoji nadoru. Cilené terapie zamétené na
inhibici FGFR1 mohou byt potencidlnim terapeutickym cilem lécby pediatrickych
pacientl s HGG, ktefi maji mutace v tomto genu. Studie a klinické zkousky momentalné
zkoumaji uc¢innost rtiznych 1é¢iv cilenych na FGFR1 a jejich schopnost ovlivnit rist

a Sifeni nadoru.

3.1 Molekularni patologie difuizniho stiedocdarového gliomu (H3 K27-alterovaného,
DMG, DIPG)

DMG je vramci molekuldrni patologie charakterizovan ztrdtou imunoexprese
H3K27me3 a je molekularné definovan do tif podtypti: 1) DMG s mutaci H3K27M/I,
zahrnujici ptipady H3.3-mutant a H3.1 nebo H3.2-mutant; 2) DMG, H3-wildtype
s nadmérnou expresi EZHIP; a 3) DMG, se zménou EGFR, vcetné mutace

napt. EGFRvIII (Gianno et al., 2022).
3.1.1 DMG s mutaci H3K27M/I

Difuzni stfedocarové gliomy gliomy (DMG) s mutaci H3 K27M, velmi raritné H3 K271
ptredstavuji specifickou skupinu nadortt mozku, které jsou charakterizovany pfitomnosti
mutace v genové sekvenci, kterd koduje histon H3. Tato mutace je znama jako H3K27M
a je spojena s diagnozou difuznich intrinzickych pontinnich gliomt (DIPG) a dalSich

DMG u pediatrickych pacientd.

Mutace H3K27M se tykaji substituce aminokyseliny methioninu (M) za lysin (K) na
pozici 27 v kodujici sekvenci histonu H3, ktery je strukturalnim prvkem chromatinu. Tato
mutace se muze vyskytovat v riznych variantach histonu H3, véetné¢ H3-34, H3C2

a H3C15 (Yuen & Knoepfler, 2013).

e DMG s mutaci H3.3 (nové H3-34) - K27M: Tyto nddory maji mutaci H3K27M
v genové sekvenci kodujici histon H3.3 (H3-34), coz je varianta histonu H3, ktera
se podili na dynamickych procesech chromatinu, zejména bchem vyvoje

a diferenciace bunék (Rosenbaum et al., 2019).

e DMG s mutaci H3.1 (H3C2) nebo H3.2 (H3C15) - K27M: U téchto nadoru je

mutace H3K27M lokalizovana v genové sekvenci kodujici histon H3C2 nebo
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H3C15, coz jsou dalsi varianty histonu H3. Tyto varianty maji také diilezitou roli

v chromatinovych procesech a regulaci genové exprese (Rosenbaum et al., 2019).

Vsechny tyto varianty DMG s mutaci H3K27M/I jsou spojeny s agresivnim fenotypem,
rychlou progresi a Spatnou prognézou. Mutace H3K27M/I vedou k epigenetickym
zménam v chromatinu, které ovliviiuji regulaci genové exprese a bunééné chovani, coz

ptispiva k nekontrolované proliferaci nadorovych buné¢k a invazi do okolnich tkani.

Tyto poznatky o mutacich H3K27M/I maji vyznamné klinické diisledky pro diagnostiku,
prognostiku a 1é¢bu pacientti s DMG, a poskytuji cenné informace pro vyzkum novych

terapeutickych strategii cilenych na epigenetické regulatory (Yuen & Knoepfler, 2013).
3.1.2 DMG H3-wildtype s nadmérnou expresi EZHIP

Difuzni stfedocarové gliomy (DMG) H3-wildtype s nadmérnou expresi EZHIP
pfedstavuji specificky subtyp nadori mozku pediatrického typu, které jsou
charakterizovany kombinaci absence mutace v histonu H3 a nadmérnou expresi proteinu
EZHIP (Enhancer of Zeste Homolog Inhibitory Protein), coZ je zndmy epigeneticky
regulator, ktery inhibuje enzymy zvané histon methyltransferdzy, coz ma vliv na

epigenetickou regulaci chromatinu a genovou expresi (Pathania et al., 2017).

Nadmérna expresi EZHIP muze narusovat epigenetickou regulaci chromatinu a genovou
expresi, coz muze vést k nekontrolované proliferaci nadorovych bunék a invazi do
okolnich tkéni. Tato dysregulace epigenetiky muze také ovlivnit odpovéd’ na terapii

a prognézu pacientt (Justin et al., 2016).
3.1.3 DMG se zménou EGFR (napi. mutace EGFRvIII)

Difuzni stfedocarové gliomy (DMG) s mutaci EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) predstavuji subtyp nadord mozku, které jsou charakterizovany zménou
v genetické sekvenci genu EGFR a/nebo jeho expresi. Jednou z dtlezitych mutaci v tomto
kontextu je mutace zndma jako EGFRVIII, coz je specifickd varianta EGFR spojena
s ristem nadort a terapeutickou rezistenci. Tato zména je zpiisobena deleci 268 kodont
kédujicich extracelularni doménu genu EGFR, a to konkrétné v exonech 2—7, coz vede
k produkci zkraceného proteinu. EGFRVIII varianta receptoru tedy postrada
extracelularnim doménu a z tohoto diivodu nemé schopnost vazat ligand. Piesto vSak

zlstava aktivni (Nikiforova and Hamilton, 2011).
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Mutace EGFR, véetné EGFRvIII, mohou vést k aktivaci signalnich drah, které podporuji
rast a preziti nddorovych bun¢k. To mize zahrnovat aktivaci drahy PI3K/AKT/mTOR
a MAPK, které jsou znamé pro svou roli v bunécné proliferaci a metastdzovani

(Heimberger et al., 2005).
3.2 Molekularni patologie difiizniho hemisférického gliomu (H3 G34-alterovaného)

Ridici zménou je bodova mutace v kodonu 35 histonu H3.3 genu H3-34. To vede
k substituci aminokyseliny glycinu na arginin (G34R) nebo méné ¢asto k valinu (G34V).
Soub&zné mutace TP53 a ATRX jsou pfitomny piiblizné u 90 % piipadi; Casto byva
pfitomna metylace promotorové oblasti genu MGMT. Piiblizné 50 % az 70 % difuznich
hemisférickych gliomti H3 G34-alterovanych méa mutaci v genu PDGFRA (Gianno et al.,
2022). Median pieziti pacienti s G34-alterovanymi nadory je 22 mésict. Pfitomnost
metylace promotoru MGMT (O6-methylguanine — DNA methyltransferase) souvisi
s lepsi prognézou z divodu lepsi odpovédi na 1écbu alkyla¢nimi €inidly (temozolomid,
TMZ) (Nikiforova and Hamilton, 2011), zatimco pfitomnost amplifikace urcitych
onkogentl (napf. EGFR) je spojena s hor$i prognézou. Identifikace mutaci PDGFRA ve
vice nez 50 % ptipadi mize témto pacientim nabidnout nové terapeutické moznosti

(Gianno et al., 2022).

3.3 Molekularni patologie difuzniho gliomu high-grade détského typu (H3-
wildtype, IDH-wildtype, pHGG)

Difazni gliomy high-grade IDH-wildtype a H3-wildtype ptedstavuji subtyp nadort
mozku u pediatrickych pacientli, které nevykazuji mutace v genech IDH (isocitrate

dehydrogenase) ani v genech kodujicich histon H3.

Skupina pHGG je heterogenni skupina pediatrickych gliomt, kterd v soucasnosti

definovana kombinaci specifické morfologie a nasledujicich molekularnich znak:
1. nepfitomnost mutaci IDH1/2
2. nepfitomnost zmén histonu, napi. H3.3/H3.1/H3.2 pK27M,

3. srovnani nadoru s jednim ze tii pHGG metyla¢ni skupiny pHGG RTK1, pHGG
RTK2 nebo pHGG MYCN nebo alternativné identifikace genetickych zmén,
které jsou povazovany za charakteristické pro tyto skupiny, ovlivitujici PDGFRA,

EGFR , resp. MYCN (Gianno et al., 2022).
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Dokumentace nepfitomnosti abnormalit v genech pro /DH a H3, v korelaci s klinicko-
patologickym kontextem, neni sama o sob& dostatec¢na pro stanoveni diagnézy pHGG
H3/IDH WT. Dilezitou roli pro finalni stanoveni diagnézy zde hraje metylacni

profilovani.
3.4 Molekularni patologie hemisférického gliomu infantilniho typu

Zakladni diagnosticka kritéria pro hemisféricky gliom kojeneckého typu jsou kombinaci
klinicko-patologickych a molekularnich charakteristik. Zakladem diagn6zy morfologicka
diagnéza, prezentace v raném détstvi (obvykle pred 5. rokem véku) a hemisféricka
lokalizace doplnéna o molekuldrni vysetfeni. Hemisféricky gliom kojeneckého typu je
typicky podminén vznikem fuzniho genu zahrnujici gen receptorové tyrozinkinazy
(RTK), tj. NTRK 1/2/3, ALK, ROSI a MET. K diagndze je také nutnd pfitomnost fuze

nebo metylacniho profilu hemisférického gliomu kojeneckého typu (Gianno et al., 2022).

Fuze s geny pro receptory tyrozinkindzy NTRK1/2/3 jsou vzéacné genetické zmény
pozorované v nékterych ptipadech hemisférického gliomu infantilniho typu. Tyto fuze
mohou vést k aktivaci NTRK signalni drahy a podpofit bunécny rist a pteziti nadorovych

bun¢k (Lezcano et al., 2018).

Stejné tak fize s geny pro receptory tyrozinkindz ALK, ROSI nebo MET, které byly
pozorované v nékterych piipadech hemisférického gliomu pediatrického typu mohou
aktivovat specifické signalni drahy a pfispét tak k ristu nadorovych bunék a agresivité
nadoru (Bergethon et al., 2012; Drilon et al., 2017; Lin et al., 2017). Prikaz téchto fiznich
geni ma obrovsky vyznam zdivodu moZznosti cilené terapie pomoci inhibitort

tyrozinkinaz (Larotrectinib, Entrectinib, Crizotinib, aj.).
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4 Cile prace a hypotézy

4.1

1.

4.2

1.

Cile prace

Prvnim cilem mé prace bylo vypracovani odborné reserSe na téma molekularné
genetické diagnostiky high-grade gliomil pediatrického typu, a to dle nové WHO

klasifikace z roku 2021, pro kterou je molekularné geneticka diagnostika stézejni.

Druhym cilem ma prace bylo vysettit soubor pediatrickych pacientt s high-grade
gliomy retrospektivné a stanovit molekuldrni profil HGG v korelaci

s morfologickym nalezem a klinickym stavem v¢etné zobrazovacich metod.
Hypotézy

V jaké mife jsme schopni pomoci molekularné genetické analyzy DNA
pediatrickych  HGG identifikovat vhodné terapeutické cile ve spolupraci
s patology, klinickymi onkology a radiology i pies nepiiznivou prognézu tohoto

onemocnéni?
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5 Prakticka Cast

Praktickou ¢ast své bakalarské prace jsem provedla v Laboratofi molekularni patologie,
ktera je soucasti Ustavu patologie a molekularni mediciny 2. 1ékai'ské fakulty Univerzity

Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole pod vedenim RNDr. Lenky Krskové, Ph.D.

5.1 Molekularné genetické vysetieni high-grade gliomit pediatrického typu metodou

PCR a Sangerova sekvenovani
5.1.1 Odbér primarnich vzorki

Pro molekularné genetické vySetfeni se v ptipadé high-grade gliomii vyuziva dvou typt

vzorki, a to bud’ tkdn€ nativni zmrazené anebo tkan¢ zalité v parafinu (FFPE).

Tyto vzorky jsou primarné zpracovany bioptickou laboratoii a ndsledné morfologicky

odecteny patologem, ktery v ptipad¢ potieby indikuje molekularné genetické vySetteni.

V ptipad¢ nativni zmrazené tkan¢ je vzorek vlozen do média, na kryostatu nakrajen na
tenké fezy, které jsou vlozeny do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek a pfed samotnou
izolaci DNA uloZeny v mrazicim boxu pti -80°C. Vzorky FFPE jsou na tenké fezy
5-10 um nakrajeny na mikrotomu a taktéz vlozeny do 1,5 ml sterilnich mikrozkumavek.
Takto fixované fezy je mozné pfed samotnou izolaci DNA ponechat pii laboratorni

teploté.

Ve skupiné vySetfované v ramci této bakaldiské prace bylo izolovano a analyzovano
celkem 42 vzorkl pediatrickych pacientli, ztoho 31 vzork nativni zmrazené tkané

a 11 vzorku FFPE.
5.1.2 Izolace DNA

Pro molekularné-genetické vySetieni vyuzivame vodny extrakt nukleové kyseliny (NK),

ktery ziskdvame z nativni tkdn¢ nebo tkan¢ FFPE pomoci metody izolace DNA.

Izolace DNA je metoda purifikace DNA pomoci fyzikalnich a/nebo chemickych metod
ze vzorku, ve kterém dochdzi k oddéleni DNA od bunécnych membran, proteinti a dalSich

bunécnych slozek. (Gupta, 2019).

Vlastni izolace DNA zacina lyzou bunék, ktera slouzi k rozruSeni bunéénych membran

a tim 1 k uvolnéni obsahu buniky. Dal$im krokem je pfidani proteolytickych enzymi, ty
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slouzi k degradaci enzymu $tépicich NK a bunéénych proteini, které tvoii komplex s
DNA. Dalsim krokem je vysrazeni alkoholem, postupné promyvani a naslednd eluce

DNA (Penka & Slavickova, 2011).

Kazdy vzorek pfijaty do Laboratofe molekularni patologie je pied zpracovanim
zkontrolovéan v LIS (laboratorni informacni systém) a nasledné zapsan do sesitu Piijem
materidlu. Je nutné, aby se oznaceni vzorku pro molekularné-genetické vySetfeni

shodovalo s oznac¢enim vzorku v LIS.

Je z4ddouci také kontrolovat kvalitu izolatih DNA. V Laboratoti molekularni patologie se
kvalita izolovanych NK kontroluje métenim koncentrace na spektrofotometru a nasledné

také kontrolni multiplexovou PCR reakci s kontrolnim genem CTRL.

5.1.2.1 Izolace DNA 7 FFPE vzorki

Piistroje pouzité k izolaci DNA z FFPE vzorku:

e Centrifugy

e Nastavitelné pipety (objem 0,5 — 1000 pl)
e Ttepacka

e Termobloky

Reagencie pouzité k izolaci DNA:

e Xylen

e Absolutni (100 %) etanol

e Kit pro izolaci DNA z FFPE vzorkiti QIAamp®DNA FFPE tissue kit (QIAGEN)
o Buffer ATL
o Proteinase K
o Buffer AL

o Buffer AW1
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o DBuffer AW2

o Buffer ATE

Ostatni material pouzity k izolaci DNA z FFPE vzorku:

Sterilni pipetovaci Spicky

1,5 ml mikrozkumavky

Bunidita vata

Jednorazové nitrilové rukavice

Pracovni postup izolace:

Nejprve jsem si na pracovni stil pfipravila tadné oznacené vzorky v 1,5 ml
mikrozkumavkach a veSkeré pomiicky a reagencie. Nasledné jsem zapnula tfi termobloky

a nastavila teplotu vyhtivani na 37 °C, 56 °C a 90 °C.

Do kazdé¢ 1,5 ml mikrozkumavky s parafinovymi fezy jsem pipetou piidala 1 ml xylenu
a priblizn¢ 10 vtefin tfepala na tiepacce. Nasledn¢ jsem vzorky pfenesla do centrifugy,

kde jsem je 2 minuty stacela pti 14 000 rpm a pfi laboratorni teploté.

Po vyjmuti vzorki z centrifugy jsem z kazdé mikrozkumavky opatrné slila supernatant
tak, abych predesla ztraté pelety a zbytek xylenu odsala mikropipetou. Poté jsem ke
kazdému vzorku ptidala 1 ml 100 % etanolu, kazdy vzorek protiepala v ruce, nasledné na
tiepacce a pienesla vzorky do centrifugy, kde jsem je opét 2 minuty stacela pfi
14000 rpm a laboratorni teploté. Opét jsem opatrné slila supernatant, oteviela

mikrozkumavky a vlozila vysusit do termobloku na 10 minut pti 37°C.

Vyjmula jsem vzorky z termobloku a ke kazdému ptidala 180 pl Buffer ATL, protiepala
jsem je na tfepacce tak, abych resuspendovala peletu a pfidala 20 pl Proteinase K a znovu

jsem vzorky tadné protiepala. Mikrozkumavky jsem vlozila do termobloku a inkubovala

1 hodinu pii 56°C.

Naésledné jsem vzorky pfendala do termobloku, kde jsem je inkubovala 1 hodinu pti 90°C.
Po uplynuti inkubacni doby jsem vzorky centrifugovala 1 minutu pii 8 000 rpm abych

odstranila kapky z vicka mikrozkumavky.
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Ke kazdému vzorku jsem piidala 200 pl Buffer AL a 200 ul 100 % etanolu, fadné

protiepala a kratce centrifugovala na minicentrifuze.

Do stojanku jsem si pfipravila izola¢ni kolony se sbérnymi zkumavkami a v§echny fadné
oznacila. Poté jsem cely obsah mikrozkumavek postupné prepipetovala do jednotlivych

kolon a centrifugovala v centrifuze 1 minutu pti 8 000 rpm.

Sbérné zkumavky (spodni ¢ast kolony) jsem vyhodila a kolony ptendala do cistych
sbérnych zkumavek. Do kolony jsem pfidala 500 pl Buffer AW1 a zkumavky opét

centrifugovala 1 minutu pii 8 000 rpm.

Opét jsem vyhodila sbérné zkumavky a kolony vlozila do ¢istych. Do kazdé kolony jsem

ptidala 500 pl Buffer AW2 a zkumavky opét centrifugovala 1 minutu pii 8 000 rpm.

Po centrifugaci jsem vyhodila sbérné zkumavky a kolony opét vlozila do cistych
zkumavek a stocila v centrifuze 3 minuty pfi 14 000 rpm tak, aby byla membrana kolon
kompletné sucha. Béhem centrifugace jsem si piipravila 1,5 ml mikrozkumavky, které

jsem fadné€ oznacila.

Kolony jsem vlozila do ptfipravenych mikrozkumavek, do kazdé jsem na stfed membrany
pipetou pridala 42 pl Buffer ATE a nechala inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.
Mikrozkumavky jsem zaviela a vloZzila do centrifugy na 1 minutu pii 14 000 rpm. Kolony
jsem vyhodila a ziskané izolaty DNA v 1,5 ml mikrozkumavkach jsem dale pouzila pro

méfeni koncentrace DNA.

Po zméfeni koncentrace jsem izolaty vlozila do chladnicky, kde jsou skladovany

maximalné 7 dni a poté jsou pfesunuty do mraziciho boxu (-20 °C).

5.1.2.2 [Izolace DNA 7 nativni zmraZené tkané

Piistroje pouzité k izolaci DNA z nativni zmrazené tkané

e Centrifugy
e Nastavitelné pipety (objem 0,5 — 1000 pul)

e Ttepacka
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e Termobloky
e Laminarni box

Reagencie pouzité k izolaci DNA z nativni zmrazené tkané:

e Absolutni (100 %) etanol

e 75 9% etanol (-20 °C)

e Sterilni voda

e Chloroform

e Isopropanol (-20 °C)

e TRI Reagent® (Molecular Research Center)
e 0,1 M citrat sodny v 10 % etanolu

Ostatni material pouzity k izolaci DNA z nativni zmrazené tkané:

e Sterilni pipetovaci Spicky

¢ 1,5 ml mikrozkumavky

¢ Bunicita vata

e Jednorazové nitrilové rukavice
e Chladici stojanek na zkumavky

Pracovni postup izolace:

Nejprve jsem si do laminarniho boxu pfipravila fadné oznacené vzorky v 1,5 ml
mikrozkumavkach a veSkeré pomucky a reagencie, které jsou skladovéany pii laboratorni
teploté. Nasledné jsem zapnula dva termobloky, nastavila teplotu vyhiivani na 37 °C

a 65°C a zapnula centrifugu s chlazenim na 4°C.

Ke kazdému vzorku jsem pipetou piidala Iml TRI Reagentu, velmi diikladné protiepala

na tfepacce a inkubovala 5 minut pfi laboratorni teploté.
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Nasledné¢ jsem ke kazdému vzorku ptidala 200 pl chloroformu a dikladné protiepala,
dokud nevznikla mlé¢né€ rizova suspenze. Vzorky jsem nésledn¢ inkubovala 3 minuty pfi

laboratorni teploté a poté centrifugovala v centrifuze 15 minut pti 11 600 rpm a 4°C.

Béhem staceni vzorki jsem si pripravila 1,5 ml nové mikrozkumavky, které jsou fadné
oznacila. Vzhledem k tomu, Ze tato metoda se vyuziva pro izolaci RNA i DNA najednou,
po vyjmuti vzorki z centrifugy vznikly ve zkumavce dvé faze (viz Obréazek €. 1), z nichz
prihledna (nahote) obsahuje RNA ariizova (dole) obsahuje DNA. Standartn€ bych vrchni
fazi odebrala do novych 1,5 ml mikrozkumavek a pokracovala pracovnim postupem pro
izolaci RNA, ale vzhledem ktomu, Ze mym cilem je pouze izolace DNA, mohu
v nésledujicim kroku vrchni prithlednou fazi obsahujici RNA odsat a vyhodit do
infekéniho odpadu a vizolaci DNA pokradovat pouze ridzovou fazi obsahujici

pozadovanou DNA.

DNA

Obrazek 5 - prithledna faze (nahore) s obsahem RNA a riizova faze (dole) s obsahem
DNA. (Zdroj: viastni)
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Po odsati vrchni prihledné faze jsem cely zbytek ve zkumavce odebrala, prepipetovala
do nové a fadn¢ popsané 1,5 ml mikrozkumavky a ptidala 500 pl 100 % etanolu.
Pfevracenim jsem vzorky promichala a nechala 3 minuty precipitovat pii laboratorni

teplote. Nasledné jsem vSechny vzorky vlozila do centrifugy a centrifugovala 5 minut pfi

5500 rpm a 4°C.

Vyjmula jsem vSechny vzorky z centrifugy, pfenesla zpét do laminarniho boxu a z kazdé
mikrozkumavky jsem opatrné€ do infekéniho odpadu slila supernatant tak, abych neztratila
peletu, ktera vznikla na dné. Ke kazdému vzorku jsem piidala 1 ml 0,1 M citratu sodného,
protiepala v ruce a poté vlozila do tfepacky a tfepala na 30 minut pfi laboratorni teploté.
Po uplynuti ¢asu jsem vzorky vlozila do centrifugy a centrifugovala 5 minut pti 5 500

rpm a 4°C. Tento krok jsem cely zopakovala jesté jednou.

Okraje zkumavek jsem osusila na bunicing a ke kazdému vzorku ptidala 1 ml chlazeného
75 % etanolu z mraznicky a vlozila tfepat do tfepacky na 15 minut pfi laboratorni teploté.

Naésledné jsem vzorky vlozila do centrifugy a centrifugovala 5 minut pfi 5 500 rpm a 4°C.

Opét jsem slila supernatant, osusila okraje zkumavek na buni¢in€ a otevieni zkumavky

vlozila vysusit do termobloku pti 37°C.

Po vysusSeni jsem ke kazdému vzorku ptidala 40 ul sterilni vody a nechala pelety rozpustit
v termobloku po dobu 30 minut a pfi teploté 65°C. Po uplynuti této doby byly vzorky

DNA pfipravené pro méteni koncentrace DNA.

Po zméfeni koncentrace jsem izolaty vlozila do chladnicky, kde jsou skladovany

maximalné 7 dni a poté jsou pfesunuty do mraziciho boxu (-20 °C).
5.1.3 Mérieni koncentrace DNA

Piistroje pouzité k méfeni koncentrace DNA:

e NanoDrop One spektrofotometr (ThermoFisher Scientific)
e Nastavitelna pipeta (objem 0,5 — 2 ul)
e Ttepacka

Reagencie pouzité k métreni koncentrace DNA:

e Sterilni voda
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Ostatni material pouzity k méfeni koncentrace DNA:

e Sterilni pipetovaci §picky
e Bunidita vata
e Jednorazové nitrilové rukavice

Pracovni postup méteni koncentrace DNA na spektrofotometru NanoDrop One:

Jako prvni jsem spustila pfistroj NanoDrop One a na pracovni stil si pfipravila
vyizolované DNA a sterilni vodu. Na pfistroji jsem zvolila program méteni dsDNA. Do
spektrofotometru je nutné nejdiive napipetovat 1 ul sterilni vody (blank), otfit spodni
i horni plosku buni¢inou a teprve poté je pfistroj pfipraven k samotnému méfeni

koncentrace DNA.

Vsechny izolaty jsem nejprve protiepala na tfepacce. Na spodni plosku pfistroje jsem
napipetovala 1 ul izolatu DNA a nechala pfistroj zméfit koncentraci. Nasledné jsem obé
plosky opét otiela buni¢inou a pokrac¢ovala s dalSim vzorkem. Takto jsem postupovala

s kazdym vzorkem a jednotlivé koncentrace zaznamenala.
5.1.4 Polymerdzova ietézovd reakce (PCR)

Vzhledem k tomu, Ze k provedeni molekuldrné-genetického vySetieni je nutné namnozit

specificky usek DNA, vyuzivame metody zvané polymerazova fetézova reakce (PCR).

PCR je metoda, ktera slouzi ke zmnozeni (amplifikaci) specifickych tsekit DNA
vyuzivajici procest denaturace, hybridizace a syntézy (replikace) DNA (Kocarek, 2007).

Proto, abychom mohli amplifikovat urc¢ité useky DNA potiebujeme dva kratké tseky,
které jsou komplementarni k obéma jejim koncovym oblastem. Tyto Gseky maji zndmou
sekvenci a nazyvame je primery. Vzhledem k tomu, Ze primery jsou tvofeny velice
malym poctem nukleotidi (20-25), oznacujeme je téZ jako oligonukleotidy. Dilezitym
pravidlem je, aby cilové sekvence DNA, se kterymi primery hybridizuji, byly specifické

jen pro amplifikovanou oblast a nenachézely se v jinych mistech DNA (Kocarek, 2007).

Samotna reakce je tvofena tremi dil¢imi kroky, které se cyklicky opakuji. Prvnim krokem

je denaturace dsDNA, pii které dochdzi k rozpleteni dsDNA slouzici jako templét pro
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noveé amplifikovanou DNA. V druhém kroku probiha je nasedani primertt a poslednim
krokem je elongace, pii které probiha syntéza novych fetézcti DNA (Penka a Slavickova,

2011).

5.1.4.1 Kontrola kvality DNA pomoci PCR reakce (amplifikace kontrolnich genii
CTRL)

Amplifikace kontrolnich gent CTRL je v Laboratofi molekuldrni patologie pouzivana
k ovéteni kvality a integrity izolované DNA. V tomto piipad¢ vyuzivame multiplexovou
amplifikaci n€kolika kontrolnich gent CTRL. Pro tuto kontrolni amplifikaci bylo
navrzeno pét dvojic primert, které amplifikuji pomoci metody PCR produkty o velikosti
100, 200, 300, 400 a 600 bp. (Van Dongen et al., 2003). Vysledné PCR produkty
vypovidaji o kvalité vyizolované DNA, popf. o jeji degradaci v pribéhu procesu ptipravy

FFPE bloku.

K vizualizaci a naslednému vyhodnoceni se vyuziva agardzové elektroforézy.

Obrazek 6 - vizualizace amplifikace genit CTRL (1-3; 4 — pozitivni kontrola) pomoci
agarozove elektroforézy; L — velikostni marker (ladder); NC — negativni kontrola
(Zdroj: vlastni)
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Piistroje pouzité ke kontrolni PCR reakci:

e Nastavitelné pipety (objem 0,5 — 1000 pl)
e Ttepacka

e Minicentrifuga

e Laminarni box

e Termocykler

Reagencie pouzité ke kontrolni PCR reakei:

e Sterilni voda

e Mix primerti CTRL (viz Ptiloha 1)

e Pozitivni kontrola (izoldt DNA z buffy coatu)
e 10x PCR Blue Buffer Complete (Top-Bio)

e Tag-Purple Polymerase (Top-Bio)

e 2 mM dNTP (ThermoFisher Scientific)

Ostatni material pouzity ke kontrolni PCR reakci:

e Sterilni pipetovaci §picky

¢ 0,5 ml mikrozkumavky

¢ 0,2 ml mikrozkumavky

e Jednorazové nitrilové rukavice

Pracovni postup kontrolni PCR reakce:

Pied piipravou samotné PCR reakce, ktera probihala v laminarnim boxu jsem si
z mraznicky vyndala potfebné reagencie a nechala je vytemperovat na laboratorni teplotu.
Poté¢ jsem vSechny reagencie protfepala na tfepacce, centrifugovala v minicentrifuze a

fadné si popsala vSechny sterilni zkumavky, které jsem pouZzivala pii pfiprave reakce.
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Nejprve jsem si pfipravila master mixy dle tabulky 1 a nasledné jsem do kazdé oznacené
0,2 ml mikrozkumavky (v€etné¢ zkumavky pro negativni kontrolu) rozpipetovala 49 nl
pfipraveného master mixu. Poté jsem do kazdé zkumavky (mimo negativni kontrolu)
pfidala 1 ul DNA, do zkumavky s pozitivni kontrolou 1 pl vyizolované DNA z lymfocytt
zdravych déarct a do zkumavky s negativni kontrolou 1 pl sterilni vody. VSechny
zkumavky jsem protiepala na tfepacce, kratce stocila a vlozila do termocykleru. Prib&h

PCR reakce pro amplifikaci kontrolniho genu CTRL je uveden v tabulce 2.

Tabulka 1 - Slozeni master mixu pro amplifikaci genit CTRL a jednu reakci.

Reagencie Mnoist?fi na

1 reakei (ul)
Sterilni voda 26
10x PCR Blue buffer 2

complete

2mM dNTP 5
Taq-Purple polymerase 1
Primery — CTRL 8

Zdroj: viastni

Tabulka 2 - Reakcni profil pro amplifikaci kontrolnich genit CTRL v termocykleru.

tel?nl;?)%;illgru °C Minuty
Denaturace 95 °C 2:00
94 °C 0:45
Amplifikace 60 °C 0:45
72 °C 1:30
Syntéza 72 °C 10:00
Chlazeni 15°C 00
Pocet cykla 35

Zdroj: viastni
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5.1.4.2 VySetieni mutacniho stavu genit IDHI1, IDH2, H3-34, H3C2, ACVRI,
FGFRI a BRAF pomoci PCR reakce

Piistroje pouzité k polymerdzové fetézové reakci:

e Nastavitelné pipety (objem 0,5 — 1 000 pl)
e Ttepacka

e Minicentrifuga

e Laminérni box

e Termocykler

Reagencie pouzité k polymerazové fetézové reakci:

e Sterilni voda
e Primery (viz Ptiloha 2)

e PCRBIO HS Taq Mix Red (PCR Biosystems)

Ostatni material pouzity k polymerazové fetézové reakci:

e Sterilni pipetovaci Spicky

¢ 0,5 ml mikrozkumavky

¢ 0,2 ml mikrozkumavky

e Bunicina

e Jednorazové nitrilové rukavice

Pracovni postup pfipravy polymerdzové fetézové reakce:

Pied piipravou samotné PCR reakce, ktera probihala v laminarnim boxu jsem si
z mraznicky vyndala potfebné reagencie a nechala je vytemperovat na laboratorni teplotu.
Poté¢ jsem vSechny reagencie protfepala na tfepacce, centrifugovala v minicentrifuze a

fadné si popsala vSechny sterilni zkumavky, které jsem pouZzivala pii pfiprave reakce.
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Nejprve jsem si ptipravila master mixy dle tabulky 3, ktera je shodna pro vSechny reakce
a nasledné jsem do kazdé¢ oznacené 0,2 ml mikrozkumavky (v€etné¢ zkumavky pro
negativni kontrolu) napipetovala 24 pl pfipraveného master mixu. Poté jsem do kazdé
zkumavky (mimo negativni kontrolu) pfidala 1 pl vySetfované DNA a do zkumavky
s negativni kontrolou 1 pl sterilni vody. VSechny zkumavky jsem protiepala na tfepacce,
kratce centrifugovala a vlozila do termocykleru. Pribéh PCR reakce pro amplifikaci

pozadovanych gent je uveden v tabulce 4.

Tabulka 3 - Slozeni master mixu spolecné pro vysetieni mutaci pozadovanych genii.

Reasenci MnoZzstvi na
cagencie 1 reakei (ul)
Voda 9,5
PCRBIO HS Taq Mix
12,5
Red
Primer — F 1
Primer — R 1

Zdroj: viastni

Tabulka 4 - Reakcni profil pro amplifikaci vysetrovanych genii v termocykleru.

tel?nl;?)%;illgru °C Minuty
Denaturace 95 °C 2:00
95°C 0:15
Amplifikace 60 °C 0:15
72 °C 1:00
Syntéza 72 °C 10:00
Chlazeni 4°C 00
Pocet cykla 40

Zdroj: viastni
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5.1.5 Detekce PCR produktit pomoci gelové elektroforézy

Po PCR reakeci je nutné amplifikované produkty vizualizovat. Pro tento Gcel se nejcastéji
pouziva gelova elektroforéza. Tato metoda dokéaze rozdélit fragmenty dle jejich velikosti.
Tyto fragmenty jsou nésledn¢ porovnany s velikostnim markerem (ladder, zebticek),

ktery je na gel nanesen spolecné s produkty PCR (Alberts, 1998).

Piistroje pouzité k detekci PCR produktu:

e Nastavitelné pipety (objem 0,5 — 1 000 pl)
e Elektroforeticka vana

e Zdroj elektrického napéti

e UV transluminator

e MikrovInna trouba

Reagencie pouzité k detekci PCR produkti:

e TBE pufr pro elektroforézu

e Agardzoveé tablety (Serva)

e GelRed Nucleid Acid Stain (EMD Milipore)

e 100bo DNA Ladder (ThermoFisher Scientific)

Ostatni material pouzity k detekci PCR produktu

e Sterilni pipetovaci §picky
e Termalni papir s vysokym kontrastem
¢ Bunicita vata

e Jednorazové nitrilové rukavice
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Pracovni postup pfipravy polymerazové fetézové reakce:

Nejprve jsem si piipravila 1,5 % agar6zovy gel. Do kadinky jsem odlila 100 ml TBE
pufru, ke kterému jsem vlozila 3 agar6zové tablety (kazda o hmotnosti 0,5g) a nechala
5 minut rozpoustét pti laboratorni teploté. Nasledné jsem kadinku vlozila do mikrovinné
trouby, kde se cca po 3 minutach tablety rozpustily. Poté jsem ptidala 7 pul GelRed
Nucleic Acid Stain a promichala a pfelila do pfipravené vanicky s hfebenem. Gel jsem

nechala pfiblizné 30 minut zatuhnout a poté byl pfipraven k pouZziti.

Do elektroforetické vany jsem nalila TBE pufr a vlozila ptipraveny gel. Do kazdé jamky
jsem napipetovala 8 pul PCR produktu a do posledni jamky 1 pl velikostniho standardu
(100bp DNA Ladder), Vanu jsem piikryla vikem, pfipojila ke zdroji napéti a nastavila
pozadovanou hodnotu (130 V). Zdroj jsem zapnula a nechala elektroforézu probihat

pfiblizné 30 minut.

Nésledné jsem gel vyjmula z vany a pfenesla do UV transluminatoru, ktery je pfipojen
k PC. V softwaru jsem zvolila takové nastaveni, aby byly produkty na gelu dobie

viditelné a vytiskla na termopapir.

Obrazek 7 - Vizualizace PCR produktii genit IDHI (1) a IDH?2 (2); L — velikostni
marker (ladder); NC — negativni kontrola. (Zdroj: viastni)

Obrazek 8 - Vizualizace PCR produktii genit H3-34 (1) a H3C2 (2); L — velikostni
marker (ladder); NC — negativni kontrola. (Zdroj: viastni)
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Obrazek 9 - Vizualizace PCR produktu genu BRAF (1), L — velikostni marker (ladder);
NC — negativni kontrola. (Zdroj: vlastni)

~
-

L NC 3 NC 2 NC 1

Obrazek 10 - Vizualizace PCR produktii geniit ACVRI — 1 - exon 6; 2 - exon 7; 3 - exon
8, L — velikostni marker (ladder); NC — negativni kontrola. (Zdroj: vlastni)

Obrazek 11 - Vizualizace PCR produktit genti FGFRI — I - exon 12; 2 - exon 14; L —
velikostni marker (ladder); NC — negativni kontrola. (Zdroj: viastni)
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5.1.6 Precisténi PCR produktii

Pro spravnou identifikaci a analyzu vySetfovanych mutaci bylo nasledné nutné provést
sekvenacni analyzu pomoci Sangerova sekvenovéani. Pfed samotnou pfipravou
sekvenacni reakce je potieba PCR produkty pfecistit od produkti pouzitych v PCR

reakci.

Piistroje pouzité k precisténi PCR produktu:

e Nastavitelné pipety (objem 0,5 — 1 000 pl)
e Centrifuga

Reagencie pouzité k piecisténi PCR produktu:

e Kit Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid)
o DF buffer
o WASH buffer
o ELUTION buffer

Ostatni material pouzity k pie¢i§téni PCR produkti

e Sterilni pipetovaci Spicky

¢ 1,5 ml mikrozkumavky

e Kolony s filtrem z kitu Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid)
e Bunicitd vata

e Jednorazové nitrilové rukavice

Pracovni postup pre¢isténi PCR produkti:

Nejprve jsem si do stojanku ptipravila vS§echny PCR produkty k ptecisténi a reagencie

z kitu, v¢etn¢ kolon s filtrem.

Ke kazdému PCR produktu jsem pfidala 100 ul DF pufru a piepipetovala mix do
pfipravenych kolon. Nésledné jsem kolony stdcela 1 minutu pii 14 000 rpm a pfii
laboratorni teplot¢.
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Ze spodni ¢asti kolony jsem slila stoceny objem a na stfed kazdé ptidala 600 ul WASH
pufru. Takto jsem kolony nechala stat 1 minutu pfi laboratorni teploté a nasledné opét
centrifugovala 1 minutu pii 14 000 rpm a pfi laboratorni teploté. Opét jsem ze spodni

Casti slila stoCeny objem a stacela 3 minuty pii 14 000 rpm a pfi laboratorni teploté.

Béhem centrifugace jsem si pro kazdy produkt pfipravila fadné¢ popsanou 1,5 ml
mikrozkumavku, do které¢ jsem nasledn€ vlozila vrchni ¢ast kolony s filtrem. Na stfed
kazd¢ kolony jsem ptidala 50 ul ELUTION pufru a nechala 2 minuty stét pfi laboratorni
teplote. Poté jsem zkumavky centrifugovala 2 minuty pii 14 000 rpm a pfi laboratorni

teploté.

Vyhodila jsem vrchni ¢ast kolony, zaviela zkumavky a takto pfipravené vzorky

k nasledné ptipravé sekvenacni reakce vlozila do chladnicky.
5.1.7 Sekvenacni reakce

Za ucelem mozné presné identifikace a analyzy vySetfovanych mutaci vyuziva
molekularné genetickd diagnostika metody Sangerova sekvenovani. Tato technika je
uzitecna predevsim pii detekcei jednotlivych zmén v genech, jako jsou bodové mutace,

inzertni/dele¢ni mutace nebo jiné genetické varianty.

Pii metodé Sangerova sekvenovani nasedd amplifikovand DNA na oligonukleotidovy
primer a poté je prodlouzena enzymem DNA-polymerazou, kterd obsahuje smés Ctyt
fluorescencné znacCenych dideoxynukleotidtrifosfati ukoncujicich ftetézec (ddATP,
ddGTP, ddCTP, ddTTP). Tyto ddNTP svoji vazbou tak zastavuji elongac¢ni reakci, coz
vede k odliseni fragmentti DNA o riznych délkach (Crossley et al., 2020).

Piistroje pouzité k pripravé sekvenace:

e Nastavitelné pipety (objem 0,5 — 1 000 pl)
e Laminarni box

e Ttepacka

e Minientrifuga

e Centrifuga
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e Termocykler
e Sekvenator 3500Dx (Applied Biosystems)

Reagencie pouzité k pfipravé sekvenace:

e BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix — BDT (ThermoFisher

Scientific)
e Sterilni voda
e Primery (viz Ptiloha ¢. 1)
e Hi-Di™ Formamide (ThermoFisher Scientific)

Ostatni material pouzity k pfipravé sekvenace:

e Sterilni pipetovaci Spicky

¢ 1,5 ml mikrozkumavky bez vicek

¢ 0,5 ml mikrozkumavky

¢ 0,2 ml mikrozkumavky

e Kolony NucleoSEQ (Macherey-Nagel)

e MicroAmpOptical 96-Well Reaction Plate
e Plastovy stojanek na 96-Well

e Septum na 96-Well

e Jednorazové nitrilové rukavice

Pracovni postup k pfipravé sekvenace:

Pted ptipravou samotné sekvenacni reakce jsem si z mraznicky vyndala zkumavku s BDT
a vSechny primery a nechala v§e vytemperovat na laboratorni teplotu. Pied otevienim

jsem vSechny reagencie protiepala na tfepacce.

Nejprve jsem sifadné popsala vSechny zkumavky a poté ptipravila master mix dle tabulky

5. Do kazdé zkumavky jsem napipetovala 6 pl master mixu a 1 pl pfislusného primeru.
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Nésledné jsem do zkumavek napipetovala 1 ul piislusného precisténého PCR produktu,
zkumavky protfepala na tfepacce, kratce centrifugovala v minicentrifuze a vlozila do
termocykleru, kde jsem spustila program pro sekvenacni reakci. Pribéh programu pro

sekvenacni reakci je uveden v tabulce 6.

Tabulka 5 - Slozeni master mixu pro pripravu sekvenacni reakce

Reagencie Mnoist}/i na
1 reakci (nl)
Sterilni voda 5,5
BDT v3.1 0,5
Primer 1
PCR produkt 1

Zdroj: viastni

Tabulka 6 - Reakcni profil sekvenacni reakce spolecny pro vySetreni vSech mutaci

(termocykler).
°C Minuty
96 °C 0:10
50°C 0:05
60 °C 0:04
4°C 00
pocet cyklii - 30

Zdroj: viastni

Abychom optimalizovali podminky pro sekvenovéni, je nutné produkty sekvenacni
reakci precistit. Timto preciSténim odstranime zbytky reakénich komponent (polymeraza,
nukleotidy ¢i zbytky fluorescencnich barviv) a také dalSich vedlejSich produkti, které
mohou béhem sekvenaéni reakce vznikat (nerozpojené fragmenty DNA, chybné

prodlouzené fragmenty DNA apod.).
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Pracovni postup pieisténi sekvenacni reakce:

Nejprve jsem si pfipravila pfislusny pocet kolon a fadné jsem je oznacila. Poté jsem
vlozila kolony centrifugovat do centrifugy na 30 sekund pii 3000 rpm. Po stoceni jsem
do kazdé kolony ptidala 600 ul sterilni vody, protfepala na tfepacce a nechala stat

30 minut pii laboratorni teploté.

Ze spodni casti hydratovanych kolon jsem odstranila ,.kloboucek”, vlozila je do
centrifugy a centrifugovala 2 minuty pii 3000 rpm. V tomto ¢ase jsem si do stojanku
pfipravila pfislusny pocet 1,5 ml mikrozkumavek bez vi¢ek. Spodni ¢ast kolon jsem

vyhodila a vrchni ¢ast vlozila do pfipravenych 1,5 ml mikrozkumavek.

Ke kazdému vzorku sekvenacni reakce jsem ptidala 15 pl sterilni vody, fadné Spickou
promichala a cely obsah jsem opatrné ptfenesla na stfed gelu v koloné. Poté jsem

zkumavky vlozila do centrifugy a centrifugovala 6 minut pii 3000 rpm.

Po stoceni vSech vzorkl jsem si pfipravila MicroAmpOptical 96-Well Reaction Plate
(desticka), odstranila vrchni ¢ast kolony a z 1,5 ml mikrozkumavek jsem do pfisluSnych
pozic ptepipetovala vSechny vzorky. Pokud jsem nezaplnila cely sloupec, do prazdnych
pozic jsem napieptovala 25 ul Hi-Di™ formamidu tak, aby se v sekvendtoru zaplnily

vSechny kapilary.
Desticku jsem pfikryla septem, vlozila do plastového stojanku a finaln€ do sekvenatoru.

Do softwaru u sekvenatoru jsem vypsala vzorky do pfisluSnych pozic, ulozila experiment
pod pfisluSnym ndzvem, zkontrolovala dostatek vSech reagencii v pfistroji a nasledné

spustila.

Vysledkem sekvenacni analyzy je tzv. sekvencni elektroforetogram, coz je grafické
zobrazeni, které ukazuje intenzitu signalu v zavislosti na pozici v sekvenci DNA. Na ose
X jsou zobrazeny jednotlivé nukleotidy v pofadi, zatimco na ose y je intenzita signalu.
Tento elektroferogram poskytuje detailni informace o potadi nukleotidii v sekvenci DNA

a je zakladem pro interpretaci vysledk.
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Obrazek 12 - Sekvencni elektroforetogram genu H3-3A4 — Sipka ukazuje misto mutace
H3-3A4(NM _002107.7):¢.834>T p.(Lys28Met)/K27M. (Zdroj: viastni)
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Obrazek 13 - Sekvencni elektroforetogram genu H3-3A4 — Sipka ukazuje misto mutace
H3-3A4(NM_002107.7):¢.103G>C p.(Gly354rg)/G34R. (Zdroj: viastni)

Obrazek 14 - Sekvencni elektroforetogram genu FGFRI — Sipka ukazuje misto mutace
FGFRI(NM 023110.3):¢.19664>G p.(Lys656Glu)/ K656E. (Zdroj: viastni)

Obrazek 15 - Sekvenéni elektroforetogram mutace genu BRAF — Sipka ukazuje misto
mutace BRAF(ENST00000646891.2):c.1799T>A p.(Val600Glu)/V600E. (Zdroj:
vlastni)
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Obrazek 16 - Sekvencni elektroforetogram mutace genu ACVRI — Sipka ukazuje misto
mutace ACVRI(NM _001111067.4):¢.983G>Tp.(Gly328Val). (Zdroj: viastni)
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6 Vysledky

Pro molekularné genetické vysetieni skupiny pediatrickych pacientl v této bakalarské
praci bylo vybrano a retrospektivné vysetieno celkem 42 pediatrickych pacientti ve véku
0,75 az 19 let s diagn6zou HGG. Ptfehledna tabulka celé skupiny pacientti, véetné jejich
véku, ve kterém byli diagnostikovani, diagnézami a vySetfovanymi mutacemi je soucasti

této bakalarské prace jako Ptiloha 2.

Ve 100 % ptipadi vySetieni diagnostického cile v genech IDHI a IDH? byla nalezena
nemutovana forma tohoto genu (wt), coz je odpovidajici pro diagnozu HGG

pediatrického typu.

Dalsi vySetfovanou diagnostickou zménou byly mutace v genech H3-34 a H3C2. Mutace
K27M genu H3-34, ktera je nejcastéj$i mutaci diagnézy DIPG/DMG byla nalezena u 30
pacientil (64 %) a ztoho u 5 (11 %) pacientli v kombinaci s potencidln¢ terapeuticky
cilitelnou mutaci v genu ACVRI. Mén¢ Castd mutace K27M genu H3C2 byla nalezena
pouze u 5 pacientd (6 %) a ztoho u dvou pacientli opét v kombinaci s potencialné
terapeuticky cilitelnou mutaci v genu ACVRI. Nejméné Castou mutaci ve vySetfované
skupin¢ byla mutace G34R genu H3-34, ktera byla nalezena pouze u 4 pacientti (9 %)
a svéd¢i pro diagnézu difizniho hemisférického gliomu. Uspénost nalezu

diagnostickych zmén v ramci celé skupiny vySetfovanych pacientii byla tedy 100 %.

V ramci vySetfeni potencialné terapeuticky cilitelnych zmén byla u 7 pacientt (17 %)
z celé skupiny identifikovany rizné mutace (viz Piiloha 2) vySe zminéného genu ACVRI.
U 2 pacientt (5 %) byla nalezena mutace genu BRAF (V600E), ktera je povazovana za
diagnostickou, ale i terapeuticky cilitelnou zménu. Pouze u 1 pacienta (2 %) byly
nalezeny dvé mutace genu FGFRI. Celkova uspésnost nalezu potencialné terapeuticky

cilitelnych zmén byla tedy 24 %.

Procentudlni podil mutaci vySetfovanych genli s mutacemi je piehledné zobrazen

v Obrazku 17 (graf).
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PROCENTUALNI PODIL MUTACI
VYSETROVANYCH GENU

BRAF (V600E)
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H3-3A (K27M) + ACVR1
11%

H3-3A°(K27M)
64%

Obrazek 17 - Graf — procentualni podil mutaci vysetFovanych genii. (Zdroj: viastni)

Pro zdaraznéni dilezitosti molekularné genetické diagnostiky HGG pediatrického typu
nize piikladam Kaplan-Maierovy kiivky pfeziti vySetfovanych pacientli s mutaci
H3 K27M (modra kiivka) a mutaci H3 G34R (Cervena kiivka). Tyto kfivky jasné ukazuji

nepiiznivy prabéh onemocnéni pacientii s HGG.
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Obrazek 18 - Graf — Kaplan-Maierovy kiivky preziti pediatrickych pacientii s diagnozou
HGG. (Zdroj: viastni)
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7 Diskuse

Pro ucely této prace jsem provedla komplexni molekularné genetickou analyzu DNA u
pacientl s high-grade gliomy pediatrického typu podle nové klasifikace WHO z roku
2021. Vysledky této prace podtrhuji vyznam molekularn¢ genetické diagnostiky v

diagnostickém procesu a potencialné i v 1é€ebném rozhodovani u téchto pacientt.

Nejcastéjsi diagnostickou zménou byla mutace K27M v genu H3-34, kterd byla zjiSténa
u 61 % pacientid. Toto zjisténi je v souladu s literaturou, ktera tuto mutaci primarné
spojuje s nejcastejsi diagnodzou pediatrickych high-grade gliomd, a to s diagnézou DIPG
nebo DMG. Mén¢ Castou, ale stale diilezitou zménou byla mutace K27M v genu H3C2,
zjisténa u 10 % pacientli, coz je dalS$i vyznamny molekularné geneticky marker pro
diagno6zu. Jako ménég ¢astou zménu je mozné zminit mutaci G34R v genu H3-34, ktera je

typicka pro diagnoézu difizniho hemisférického gliomu,

V oblasti potencialné terapeuticky cilitelnych zmén jsme zaznamenali uspéSnost nalezu
targetabilnich mutaci ve 24 %. Toto zjisténi zdlraziiuje potencidl cilené terapie u
vybranych skupin pacientd s high-grade gliomy, coz by mohlo v budoucnu vyznamné

ovlivnit [éCebné strategie a zaroven potvrzuje hypotézu této prace.

Vyznamnou terapeuticky cilitelnou zménu piedstavuje mutace V60OE v genu BRAF.
Pacienti stouto zménou mohou profitovat zl1é€by Dabrafenibem v kombinaci

s Trametinibem (Wen et al., 2022).

V pfipad¢ terapie pacienti se zménou v genu ACVRI piipadd vuvahu lécba
Vendetanibem v kombinaci s Everolimem, kterd byla prozatim testovana na ctyfech
pacientech, pfi¢emz pfedbézné vysledky poukazuji na tuto kombinaci jako na moZnou

klinicky proveditelnou moznost 1écby (Carvalho et al., 2022).

Zdokonaleni molekularni typizace pacientii a detekce zmén v genech FGFRI-4 bylo
doprovazeno vyvojem selektivnich inhibitori FGFR (napi. erdafitinib, AZD4557
a pemigatinib). Nekteré ztéchto inhibitordi jsou v soucasné dobé zkouseny
u pediatrickych pacientti, ackoli je k dispozici malo udajii o klinické ucinnosti a jsou
omezeny na kazuistiky nebo malé kohorty. Monocentrické studie Debio1347 (inhibitor
FGFR1/2/3) u 5 détskych pacientd s rekurentnimi nebo refrakternimi gliomy se
zménénou v genu FGFR prokézala slibné vysledky (Brown et al., 2023).
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Pokud jde o mozZnosti 1écby, standardni piistupy zahrnuji chirurgicky zékrok, radioterapii
a chemoterapii. V poslednich letech se objevuji nové terapeutické moznosti, véetné

cilenych terapii zamétenych na specifické molekularné genetické zmény.

Je dilezité zdiraznit, Ze pro kone¢nou diagnézu je kazdy pediatricky pacient nasledné
vySetiovan pomoci metylace a Next Generation Sequencing (NGS). Tyto techniky hraji
klicovou roli v diagnostickém procesu, umoziuji identifikaci dalSich genetickych

a epigenetickych zmén a poskytuji informace nezbytné pro cilenou terapii.

Tato studie m¢la nékolik omezeni, vCetné relativné malého mnozstvi vzorku
a retrospektivniho charakteru. Tyto faktory by mohly ovlivnit statistickou vyznamnost

nékterych vysledkl a obecnou aplikovatelnost na $irsi populaci pacienti.

Vzhledem k vyznamu molekuldrné genetické diagnostiky v onkologii je dulezité
pokracovat v dal§im vyzkumu zaméfeném na rozvoj novych diagnostickych metod
a terapeutickych pfistupti pro pacienty s high-grade gliomy. Budouci studie by mély
zahrnovat vét§i mnozstvi pacienttl, longitudindlni sledovani vysledkt 1éCby a integraci

novych molekularné genetickych technologii.
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8 Zavér

High-grade gliomy piedstavuji vzacny, ale zdvazny typ nadorl centrdlniho nervového
systému u pediatrickych pacientd. Diagnostika téchto nadort je slozitd a vyzaduje
kombinaci klinickych, morfologickych a molekuldrné genetickych metod pro presné

uréeni diagndzy a stanoveni lécebné strategie.

V ramci této bakalafské prace jsme provedli komplexni molekularné genetickou analyzu
high-grade gliomii pediatrického typu dle nové klasifikace WHO z roku 2021. NaSe
vysledky potvrdily dualezitost molekularné genetické diagnostiky v diagnostickém

procesu a vyznamny potencial cilené terapie u vybranych skupin pacientt.

Zjisténé mutace v genech IDH1, IDH2, H3-34 a H3C2 byly v souladu s diagnézou high-
grade gliomi u pediatrickych pacienti. Nejcastéji byla zjisténa mutace K27M v genu
H3-34, ktera je typickd pro DIPG/DMG, a méné Casta mutace G34R téhoZz genu, typicka
pro diagnézu diftizniho hemisférického gliomu. Mezi méné Casté mutace miizeme zaradit

také zjiSténou mutaci K27M genu H3C2, kterd se taktéz mize vyskytnout u pacientli

s DIPG/DMG.

V oblasti potencialné terapeuticky cilitelnych zmén byla identifikovana usp&$nost nalezu
24 %, coz ukazuje na potencial cilené terapie u specifickych molekularné genetickych

zmeén.

Zaveérem je dulezité zdlraznit, Ze pro konecnou diagnézu je nezbytné provadét dalsi
vySetieni pomoci metylace a Next Generation Sequencing (NGS), coz podtrhuje vyznam
téchto pokrocilych molekuldrné genetickych metod v diagnostice a 1é€bé high-grade

gliomi u pediatrickych pacienti.

Vysledky této prace mohou piispét k lepSimu porozuméni molekuldrnich mechanismi a
cest k cilené terapii u pacientt s high-grade gliomy, coz by mohlo v budoucnu vyznamné

ovlivnit [éCebné strategie a vysledky pacientt.

Vzhledem k vyznamu této oblasti je nezbytné pokracovat v dal$im vyzkumu s cilem
rozvoje novych diagnostickych a terapeutickych pfistupli, optimalizace 1écby a zlepSeni

progndzy pacientl s high-grade gliomy.
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9 Prilohy

PCR (CTRL).

Primer Sekvence
TBXAS1/X9L 5'-GGT GTT GCC GGG AAG GGT T-3'
TBXAS1/X9U 5'-GCC CGA CAT TCT GCA AGT CC-3'
AF4/X3L 5'-CAT CCA TGG GCC GGA CAT AA-3'
AF4/X3U 5'-GGA GCA GCA TTC CAT CCA GC-3'
AF4/X11U 5'-CCG CAG CAA GCA ACG AAC C-3'
PLZF/X1U 5'-TGC GAT GTG GTC ATC ATG GTG-3'
PLZF/X1L 5'-CGT GTC ATT GTC GTC TGA GGC-3'
RAG1/X2U 5'-TGT GTG ACT CGA TCC ACC CCA-3'
RAG1/X2L 5'-TAG GCT GCA AGT TTG GCT GAA-3'
AF4/X11L 5'-GCT TTC CTC TGG CGG CTC C-3'

Priloha 2 — tabulka primerii a jejich sekvenci pouzitych pro PCR reakce.

(Zdroj: Van Dongen et al., 2003)

Primer Sekvence
IDH1 F 5'-CTC CTG ATG AGA AGA GGG TTG-3'
IDH1 R 5'-TGG AAA TTT CTG GGC CAT G-3'
H3F3A F 5'-GCT GCA GTG GGA CCA CTATT-3'
H3F3A E 5'-TGT GGC CTT GTA CTG CAG AG-3'
H3C2F 5'-AAA TCG ACC GGT GGT AAA GC-3'
H3C2 R 5'-ATA CAA GAG AGA CTT TGT CCC A-3'
BRAF F 5'-TTG GTG GTC TGA CTC TAT AA-3'
BRAF R 5'-CGG TAA CGG TGA GGC TTT T-3'

ACVR1 exon 6 F

5'-CCC CCT TGT CTT AAA CCA CA-3

ACVRI1 exon 6 R

5'-TGC ATA TTA CCC ACA AAG AAA GG-3'

ACVR1 exon 7 F

5'-GGA GAA TGT TGC CGT GAA GA-3

ACVR1 exon 7R

5'-CCA AAA CGG AGA GAG CAA AG-3'

ACVR1 exon 8 F

5'-TGC CTT CGA ATA GTG CTG TC-3'

ACVRI1 exon 8§ R

5'-CCC AAA TCT GCT ATG CAA CA-3

FGFRI1 exon 12 F

5'-ACC CCA GCT CAG ATC TTC TC-3'

FGFRI1 exon 12 R

5'-AGA GAA AGA CTT GTC AGA CC-3'

FGFRI1 exon 14 F

5'-CCA CCC CACTCCTTG CTT-3'

FGFRI1 exon 14 F

5'-GGT GAC AGA GGA CAA TGT GA-3'

Zdroj: viastni

Priloha 1 — tabulka primerii pouzitych pro kontrolu kvality DNA pomoci multiplexové
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Priloha 3 — prehledna tabulka vysetrovanych pacientii.

Oznadeni D (\}]I?K(r) Material DGN IDHI | IDH2 | H3-34 | H3C2 | BRAF | ACVRI | FGFRI
Pacient 1 3 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 2 6 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 3 7 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 4 4 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 5 19 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 6 5 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 7 14 pf DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 8 13 mr DIPG wt wt wt K27M | wt wt wt
Pacient 9 5 mr DIPG wt wt wt K27M | wt wt wt
Pacient 10 4 pf DIPG wt wt wt K27M | wt wt wt
Pacient 11 3 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 12 6 pf DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 13 2 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 14 11 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 15 4 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 16 7 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 17 6 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 18 13 pf DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 19 9,5 pf DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 20 2 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 21 15 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 22 4,5 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 23 4 pf DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 24 9 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 25 9 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 26 9,5 mr DIPG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 27 14 mr DMG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 28 14 pf DMG wt wt K27M | wt wt wt wt
Pacient 29 4 mr DIPG wt wt K27M | wt wt G328E | wt
Pacient 30 5 mr DIPG wt wt K27M | wt wt G328W | wt
Pacient 31 3 pf DIPG wt wt wt K27M | wt G328E | wt
Pacient 32 4 mr DIPG wt wt wt K27M | wt R258G | wt
Pacient 33 11 mr DIPG wt wt K27M | wt wt N546D | wt
Pacient 34 8 pf DIPG wt wt K27M | wt wt G328E | wt
Pacient 35 14 mr DIPG wt wt K27M | wt wt R206H | wt
dif. hem.

Pacient 36 19 pf gliom wt wt G34R | wt wt wt wt
dif. hem.

Pacient 37 12 mr gliom wt wt G34R | wt wt wt wt
dif. hem.

Pacient 38 10 mr gliom wt wt G34R | wt wt wt wt
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PXA grade

Pacient 39 16 mr 4 wt wt G34R | wt wt wt wt
PXA grade

Pacient 40 15 pf 4 wt wt wt wt V600E | wt wt
pHGG H3-

Pacient 41 12 mr wt IDH-wt | wt wt wt wt V600E | wt wt
pHGG H3- K656E

Pacient 42 0,75 mr wt IDH-wt | wt wt wt wt wt wt V561M

Zdroj: viastni
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12 Seznam zkratek

ACVRI - receptor aktivinu A typu |

ALK — anaplastic lymphoma receptor

ATRX — alpha-thalassemia mental retardation X-linked gene
BRAF — protoonkogen B-Raf

BDT — BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (BDT)
BP — base pairs (pary bazi)

CNS — centralni nervovy systém

DGN — diagnéza

DIPG - difuse intrinsic pontine glioma (difiizni intrinsicky pontinni gliom)
DMG - difuse midline glioma (difizni stfedoc¢arovy gliom)
DNA — deoxyribonukleova kyselina

ddNTP — dideoxyribonukleotid trifosfat

dsDNA — double stranded DNA (dvouvlaknova DNA)

EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor

EZHIP — Enhancer of Zeste Homolog Inhibitory Protein

F — forward (primer)

FFPE — Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (vzorek fixovany ve formaldehydu a zality

v parafinu)

FGFR1 — Fibroblast Growth Factor Receptor 1
HGG — high-grade gliom

IDH — isocitrat dehydrogenaza

LIS — laboratorni informacni systém
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MET — Tyrosine-Protein Kinase Met

MGMT — O6-methylguanine — DNA methyltransferase
mr — mrazeny vzorek

NK — nukleova kyselina

NTRK — Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase
PDGFRA - Platelet Derived Growth Factor Receptor A
pf — vzorek FFPE

pHGG - diffuse paediatric type high-grade glioma (difuzni high-grade gliom
pediatrického typu)

pHGG H3/IDH WT — diftizni high-grade gliom pediatrického typu H3-wildtype, IDH-
wildtype

PXA — Pleomorphix Xanthoastrocytoma (pleomorfni xantoastrocytom)
r —roky

R —reverse (primer)

RIG — radioterapii indukovany gliom

ROS1 — ROS Proto-Oncogene 1, Receptor Tyrosine Kinase

RPM - revolutions per minute (ota¢ky za minutu)

RTK — receptor tyrozinkindz

TBE — tris-borat-EDTA (pufr)

TP53 — Tumor protein p53

WHO — World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

WT — wild type (nemutovana forma genu)

68



