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1 UVOD

Gliomy, vysoce heterogenni skupina mozkovych nadord, tvofena gliovymi burikami, jsou
nejzhoubnéjsi a nejagresivnéjsi formou intrakranialnich tumort. Infiltrativné difuzni gliomy
kvuli svému charakteru, znamenaji v soucasnosti nejvétsi vyzvu, co se 1écby pacientu tyce.
Schopnost difuze do okolnich tké&ni, znemozfiuje jejich Uplné odstranéni a je pro né
charakteristicka i1 vysoka rezistence vici dosud pozivané terapii (Whitfield & Huse, 2022).

Kli¢ové se zdaji byt pravé molekularné-genetické markery, jejichz vyznam stale roste.

Chapani biologie gliomu se v poslednich letech rozrostlo o nové objevy a vedlo tak
k aktualizaci mezinarodniho standardu pro klasifikaci nadort mozku a michy. Klasifikace
nadorti centralniho nervového systému vydana v roce 2021 je jiz patym vydanim, které
shrnuje zavedené pfistupy v diagnostice gliomi a nove se rozrasta o dalsi poznatky ziskané

z oblasti molekularni biologie nadoru (Louis, Perry, et al., 2021).

Znalost molekularniho charakteru nadoru umoziiuje nejen rozradit tyto znacné
heterogenni entity do klasifika¢niho schématu, ale soucasn€ umoziuje nastavit cilenou 1écbu
vhodnym pacientim a odhadnout prognézu onemocnéni. V minulosti byl odhad vyvoje
onemocnéni odvozovan piredevsim z celkového vykonnostniho stavu pacienta, z
histopatologickych rysti nadoru a ze stupné jeho malignity (Riemenschneider, Jeuken, et al.,
2010). Aktualné je prognodza pacientti hodnocena také na zakladé detekovanych biomarkera.
Mezi pozitivné prognosticky vyznamné patii naptiklad mutace v genech IDHI/2
(isocitratdehydrogenazy 1 a 2) a naopak pfitomnost mutaci v promotoru genu TERT
(telomerazy reverzni transkriptazy) poukazuje spie na nepfiznivy vyvoj nemoci (Sledzinska
et al.,, 2021). Neékteré molekularni zmény maji 1 prediktivni hodnotu. Pacienti s
hypermetylaci promotoru genu MGMT (O°-methylguanin-DNA-methyltransferasy)
ziskavaji vétsi prospéch zl1écby temozolomidem, coz zasadné ovliviiuje miru jejich
celkového preziti (OS) (Hegi et al., 2005). Existuje mnozstvi terapii, které cili na konkrétni
molekularni biomarkery, ale k jejich zavedeni jsou tfeba dalsi preklinické a klinické studie

(Yang et al., 2022).
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2 CILE PRACE

1. Provést reSersi na dané téma, zorientovat se v problematice molekularnich znakt
gliomu. Ziskat teoretické znalosti v oblasti izolaci nukleovych kyselin a FISH

analyz. Ziskat praktické dovednosti v oblasti PCR metod.
2. Provést hodnoceni somatickych genovych variant a cytogenetickych zmeén u glioma.
3. Identifikovat nejcastéjsi molekularni zmény u glioma.

4. Provést stratifikaci pacientl s gliomy do rizikovych skupin na zakladé genetickych

aberaci.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika gliomu

Gliomy jsou histologicky rtiznorodou skupinou primarnich nadort centralniho nervového
systému (CNS), pochazejici z podpirnych bunék neuronit mozku nebo michy. Na zaklade
histologickych podobnosti s normalnimi gliovymi butikami, jsou jednotlivé typy gliovych
novotvart rozliSeny na ependymomy, astrocytomy a oligodendrogliomy (Debinski, 2021).
Jedna se o relativné vzacna onemocnéni, a presto jsou gliomy pfedstaviteli nejcastéjSich
intrakranialnich nadord, které jsou charakterizovany vysokou mortalitou (Ostrom et al.,
2014). Incidence téchto mozkovych nadort se pohybuje kolem 6,4 — 7,5/100 000 obyvatel
(Fadrus et al., 2010). Vznik nadort je zapficinén genetickymi alteracemi urcitych genu a
nekontrolovatelnym ristem nadorovych bunék. U dospélych se casto objevuji v
mozkovych hemisférach a u déti v mozkovém kmeni a mozecku. Pricinou agresivity téchto
mozkovych nadort je schopnost migrace jejich bunék do okoli. Difuzni infiltraci se gliomy
mohou Sifit do okolni zdravé parenchymatické tkané bilé hmoty mozkové, v niz je neni
jednoduché identifikovat (Schneider et al., 2010). NejagresivnéjSim glialnim tumorem je
infiltrativné rostouci glioblastom, ktery tvoti pfiblizné 15 % vsech intrakranialnich tumora
s Castymi recidivami (Louis, Aldape, et al., 2021). Pokud neni glioblastom 1éCen, pohybuje
se preziti kolem 3 mésici. Soucasna moderni 1écba posunula median preziti pacientt

s glioblastomem zhruba na 15 mésict (Thakkar et al., 2014).

Aktualné jsou gliomy klasifikovany podle histologickych, imunochemickych a
molekularné-genetickych znakd, zahrnutych v novém klasifikacnim systému podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) zroku 2021 (Louis, Perry, et al., 2021). Moderni
neuroonkologie jiz nestavi na diagnostice mozkovych nadort pouze podle jejich histologie
a malignity, nyni to jsou molekularni a cytogenetické techniky, které hraji nejdulezitejsi roli
v diagnostice, predpovedi prognodzy i terapeutické ucinnosti (Riemenschneider, Jeuken, et

al., 2010).

12



3.2 Klasifikace gliomu dle WHO

Koncept klasifikace zahrnujici molekularni profil gliomt se poprvé objevil ve Ctvrtém
vydani Klasifikace nadord CNS podle WHO z roku 2016. OvSem az od roku 2021 je
klasifikace nadori CNS postavena piedevsim na molekularni diagnostice. Do té doby byly
nadory klasifikovany zejména podle histologickych nalezi a tkanovych testa (Louis, Perry,
et al., 2021).

Soucasné znamé molekularni markery umoziuji zlepSenou stratifikaci glialnich
nadorti. Aktualni paté vydani klasifikace nadorit CNS (WHO CNS5 2021) diky jasnym
molekularné genetickym rozdilim mezi dospélymi a détskymi gliomy, rozliSuje tumory

podle toho, zda postihuji primarné dospélé nebo détské pacienty (Louis, Perry, et al., 2021)
3.2.1 Kilasifikace gliomu podle typu

Klasifikace WHO rozdéluje nadory postihujici parenchym CNS do Sesti riznych rodin: (1)
Difuzni gliomy dospélého typu, (2) Difuzni gliomy nizkého stupné u déti, (3) Difuzni gliomy
vysokého stupné u déti, (4) Ohranicené astrocytarni gliomy, (5) Glioneuronalni a neuronalni
nadory a (6) Ependymomy. Rodiny (1-4) odpovidaji samotnym gliomam (Tab. 1) a rodiny
(5) a (6) nadorim vznikajicim z glie, avSak se jiz nejedna o gliomy (Louis, Perry, et al.,

2021).
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Tab. 1: Rodiny a typy gliomu dle Klasifikace nadort centralniho nervového systému WHO
z roku 2021 (prevzato a upraveno dle Louis, Perry, et al., 2021).

Rodiny Typy

Astrocytom, /IDH — mutant

Difiizni gliomy dospélho Oligodendroglioma, IDH — mutant, s kodeleci 1p/19q

t .
ypu Glioblastom, IDH-wildtype
Difuzni astrocytom, MYB- nebo MYBLI-alterovany
Diftizni gliomy nizkého Angiocentricky gliom
stupné u déti Polymorfni neuroepitelialni nador nizkého stupné u mladistvych

Difuzni gliom nizkého stupné, s alterovanou MAPK drahou

Difuzni gliom stiedni ¢ary, H3 K27-alterovany
Difazni hemisféricky gliom, H3 G34-mutovany
Diftizni gliom vysokého stupné détského typu, H3-wildtype a
IDH-wildtype
Hemisféricky gliom kojeneckého typu

Difuizni gliomy vysokého
stupné u déti

Pilocytarni astrocytom
Vysoce kvalitni astrocytom s piloidnimi rysy

Ohranicené astrocytirni Pleomorfni xanthoastrocytom
gliomy Subependymalni obrovskobunéény astrocytom
Chordoidni gliom

Astroblastom, MNI-alterovany

IDH1/2 (isocitratdehydrogenaza 1/2); H3 (histon H3); MYB (MYB proto-onkogen); MYBLI (MYB like 1 proto-
onkogen); MN1 (MN1 proto-onkogen); MAPK (z angl. mitogen-activated protein kinases)

3.2.2 Grading

Staré klasifikacni systémy fadily nadory CNS podle raznych entit a lisily se tim od
klasifikacnich standardd pro nadory mimo CNS. WHO se nové aktualizovanym
klasifikacnim systémem pfiblizuje zpusobtim klasifikace tumord mimo CNS a zaroven

zachovava jiz zazité klasifikacni aspekty neuroonkologické praxe (Louis, Perry, et al., 2021).

Aktualné je grading zalozen na histologickych vlastnostech a molekularnich
markerech, jez umoznuji klasifikaci do ¢tyf stupnii. Tyto grady se oznacuji arabskymi
Cislicemi od 1-4, coz je zménou oproti vydani zroku 2016, kdy byly nadory CNS
klasifikovany fimskymi ¢islicemi I-IV. Druhou novinkou oproti piedchozim vydanim je také
nahrazeni terminu ,,entity” za ,,typ* a misto oznaCeni ,,varianta® se nyni vyuziva ,,podtyp®

(Louis, Perry, et al., 2021).
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Tyto slozité klasifikaéni praktiky daly za vznik kombinovanému histologicky
molekularnimu gradingu, ktery k jiz zazitym histologickym vlastnostem nadort pridava
molekularni markery, jez mohou pomoci pfi ur€ovani stupné malignity (Louis, Perry, et al.,

2021). Podrobnéji budou dale popsany jednotlivé typy diftznich gliomt dospélého typu.
3.3 Difazni gliomy dospélého typu

V této rodiné glialnich tumort jsou primarné zji§tovanymi molekularnimi parametry - stav
mutace genu pro isocitratdehydrogenazu 1/2 (IDH1/2), ptitomnost chromozomové kodelece
1p/19q, mutace genu ATRX (z anglického alpha-thalassemia/mental retardation, X-linked),
stav.  methylace promotoru  O%methylguanin-DNA-methyltransferasy ~ (MGMT),
homozygotni delece genu pro inhibitory cyklin-dependentni kinazy 2A/2B (CDKN2A/B),
amplifikace genu pro receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR), kombinace zisku
chromozomu 7 a ztraty chromozomu 10 [+7/—10] a alterace v promotorové oblasti genu
telomerazové reverzni transkriptazy (TERT). Tyto biomarkery v soucasnosti poskytuji
relevantni informace, potfebné k co nejpresnéjsi diagnostice (Louis, Perry, et al., 2021;
Sledzinska et al., 2022). Mezi difuzni gliomy dospélého typu, patii tii typy glialnich nadord,
jimiz jsou IDH-mutované astrocytomy, IDH-mutované oligodendrogliomy s kodeleci
1p/19q a glioblastomy, IDH-wildtype (Tab. 2) (Louis, Perry, et al., 2021). Tabulka dale

zahrnuje molekularni a genetické alterace charakteristické pro jednotlivé typy.

Tab. 2: Typy diftznich gliomi dospélého typu, jejich charakteristické molekularni a
genetické markery a stupné malignity dle WHO Klasifikace nadori CNS 2021 (ptevzato a
upraveno dle Louis, Perry, et al., 2021)

Typy Molekularné-genetické alterace/markery CNS WHO grade
Astrocytom, IDH-mutant IDHImut., IDH2mut., ATRX, TP53, CDKN2A/B 2,3,4
Oligodendrogliom,

IDHImut., IDH2mut., 1p/16q del., TERT, CIC,
IDH-mutant, s kodeleci 2,3
FUBPI, NOTCHI
1p/19¢q

IDH-wt, TERT, zmény poctu chromozomu 7 a 10
Glioblastom, IDH-wildtype 4
[+7/-10], amplifikace genu EGFR

IDH1/2 (isocitratdehydrogenaza 1/2); ATRX (z anglického alpha-thalassemia/mental retardation, X-linked); CDKN2A/B
(inhibitor cyklin-dependentni kindzy 2A/2B); TERT (telomerdza reverzni transkriptdza), CIC (homolog Drosophila
capicua genu); FUBPI (z anglického far upstream element-binding protein 1); NOTCHI (neurogenni lokus notch

homolog protein 1); EGFR (receptor epidermalniho ristového faktoru)

15



3.4 Astrocytom, IDH-mutant

Astrocytom, IDH-mutovany, je definovan jako difuzné infiltrujici gliom s mutacemi v genu
IDH - nebo IDH2-, ATRX a TP53, a absenci kodelece 1p/19q (CNS WHO grade 2,3 nebo
4) (Brat et al., 2021).

3.4.1 Grading

Jak uz z definice vyplyva, klasifikace d€li IDH-mutované astrocytomy na tfi podtypy. Ty
jsou na zaklade¢ kritérii pro diagnostiku diftznich astrocytomu déleny jako CNS WHO grade
2, 3 nebo 4 (Tab. 3) (Brat et al., 2021).

Tab. 3: Kritéria klasifikace difuzniho astrocytomu, IDH-mutant (pfevzato a upraveno dle

Brat et al. 2020).

Grade Kritéria

Difuzné infiltrativni astrocytdrni gliom s mutaci /DHI nebo IDH2, ktery je
dobfte diferencovany a postrada histologické rysy.

CNS WHO grade 2 Mitotick4 aktivita neni detekovana nebo je velmi nizka.

Chybi mikrovaskularni proliferace, nekrdza a homozygotni delece CDKN2A
a/nebo CDKN2B.

Difuzné infiltrativni astrocytdrni gliom s mutaci /DHI nebo IDH2, ktery
vykazuje fokalni nebo rozptylenou anaplazii a vykazuje vyznamnou

CNS WHO grade 3 mitotickou aktivitu.

Chybi mikrovaskularni proliferace, nekrdza a homozygotni delece CDKN2A
a/nebo CDKN2B.

Difuzné infiltrativni astrocytdrni gliom s mutaci /DHI nebo IDH2, ktery
CNS WHO grade 4 vykazuje mikrovaskularni proliferaci nebo nekrézu nebo homozygotni
deleci CDKN2A a/nebo CDKN2B, nebo jakoukoli kombinaci t€chto znakd.

IDH1/2 (isocitratdehydrogenaza 1/2); CDKN2A/B (inhibitor cyklin-dependentni kindzy2 A/2B)
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3.4.2 Molekularni vlastnosti a geneticky profil nadoru
3.4.2.1 Mutace v genech isocitratdehydrogenazy 1 a 2

Mutace gent koduyjici enzymy isocitratdehydrogenazy, jsou charakteristickym znakem pro
IDH-mutované astrocytomy a také pro oligodendrogliomy (Brat et al., 2021). Mutace byla
prvné nahodné identifikovana pii genomové analyze glioblastomu, ve studii Parsonse et al.
v roce 2008. V této studii pozorovali, ze se pfitomnost mutace v genu IDHI vyskytuje
v zavislosti na véku pacienta. Mutace Castéji vykazovali pacienti mladsiho veéku a zaroven
disponovali lep§im medianem celkového preziti ve srovnani s pacienty s IDH-wildtype
(Parsons et al., 2008). Tato zjisténi byla nasledn€ potvrzena tentyz rok ve studii Balsse et al.,
ktera se zabyvala analyzou kodonu 132 genu IDH 1 napfi¢ riznymi typy mozkovych nadort
(Balss et al., 2008). Watanabe et al. v navaznosti na analyzu Parsonse et al. zjistili, ze mutace
IDHI jsou rané jevy gliomageneze, a poskytli prvni dikaz o tom, Ze tato mutace je
spolecnym znakem difuznich astrocytomt a oligodendrogliomii. Uvedli, ze v naprosté
vétsiné pripadi zahrnutych v analyze, se u difuznich astrocytomi potvrdila pfitomnost
mutace v genu IDH i v genu TP53. Opakovanymi analyzami biopsii od stejnych pacientt
nezaznamenali jediny pfipad, kdy by doslo k ziskani mutace TP53 pred mutaci genu IDH1
(Watanabe et al., 2009).

Nemutované lidské enzymy IDH, jsou NADP* dependentni homodimery katalyzujici
dekarboxylaci isocitratu na o-ketoglutarat za vzniku NADPH a CO.. V eukaryotickych
bunkach se lidska isocitratdehydrogendza vyskytuje v nékolika izoformach.
Isocitratdehydrogenaza 1 je kodovana genem IDHI na chromozomu 2 (2g33) a je
lokalizovana v cytoplazmé a peroxizomech. Homologem genu IDHI je gen IDH2 na
chromozomu 15 (15q26), kédujici lidskou isocitratdehydrogenazu 2, ktera se nachézi
v matrix mitochondrii. Geny IDHI a IDH? jsou sekvenc¢né velmi podobné, a i pfes riznou
lokalizaci v ramci buriky, katalyzuji identické reverzibilni reakce. K mutacim dochazi
v aktivnich mistech enzymu, kdy je argininovy zbytek, zodpovédny za rozpoznani isocitratu,
zaménén za aminokyselinu s nizsi polaritou. To vede ke snizeni afinity k isocitratu a ke
zmeéné funkce enzymu. Nejbeznéj§i mutaci v piipadé IDHI je c.395G>A p.R132H, kdy je
guanin (G) na nukleotidové pozici 396, kodonu CGT kodujici arginin, zaménén za adenin
(A), ¢imz je smysl kodonu kédujici argininovy zbytek pozménén na kodon kédujici histidin
(kodon CAT), nachazejici se na pozici 132 aminokyselinové sekvence (R132H). Analogicky
dochazi k méné Casté mutaci IDH2, kdy je arginin nejcastéji zameénén za lysin na pozici 172

(R172K). Dalsi mutace jsou méné¢ frekventované (Waitkus et al., 2016). V nadorech dochazi
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k mutaci pouze jedné alely genu, ¢imz v mutované nadorové buiice vznika katalyticky
heterodimer s nezménénym monomerem a monomerem nesoucim mutovany gen /DH (Balss
et al., 2008). Neomorfni aktivita mutované IDH1 vede k redukci o-ketoglutaratu na 2-
hydroxyglutarat (2-HG) za soucasné spotieby NADPH, coz zpusobuje akumulaci 2-HG, jez
prispiva k maligni progresi nadoru v zavislosti na vyCerpani NADPH a naruseni normalni
funkce kritickych metabolickych drah, které vyuzivaji aktivitu IDH (Dang et al., 2009;
Waitkus et al., 2016).

3.4.2.2 Alterace genu ATRX a genu TP53

S mutacemi IDH souvisi 1 dal§i molekularni alterace charakteristické pro diftzni
astrocytomy dospélého typu. Mutace genu IDH se vyskytuji v rané fazi vyvoje nadoru a jsou
Casto doprovazeny alteracemi ATRX a mutacemi tumor supresorového genu 7P53 (Liu et
al., 2012). Gen ATRX je zodpovédny za remodelaci chromatinu a za zachovani struktury
telomer. Geneticka inaktivace nebo ztrata exprese genu, je spojovana s procesem zvanym
alternativni prodluzovani telomer (ALT). Jedna se o zpusob, udrZzovani telomer
mechanismem nezavislym na pfitomnosti telomerazy (Hendrych et al., 2020). Inaktivace

genu ATRX je detekovana piiblizné€ u 70 % u astrocytomti (Marker et al., 2022).

Mutaci genu TP53, dochazi ke ztraté funkce tumor supresorového proteinu pS3, jez
je zodpovédny za zprostiedkovani bunécné odpovédi na poskozeni DNA, aktivaci
onkogent, regulaci kontrolnich bodi bunécného cyklu a apoptoézu, coz chrani buriku pred

tumorigenezi. Mutace je detekovana u vice nez 90 % nadori (Marker et al., 2022).
3.4.2.3 Alterace inhibitoru cyklin-dependentni kinazy 2A/2B

Prognosticky vyznamna je homozygotni delece CDKN2A a/nebo CDKN2B. Jedna se o jednu
z nejbéznéjsich genetickych alteraci u lidskych nadort. Ztrata exprese CDKN2A/B vede
k dysregulaci bunécného cyklu a k proliferaci nadorové buiky. Z tohoto divodu je
ptitomnost homozygotni delece CDKN2A/B pro pacienta s IDH-mutovanym astrocytomem
prognosticky nepfizniva. Klasifikace nadortt CNS z roku 2021 podle WHO fadi nadory
disponujici deleci CDKN2A/B, kvili vyrazné niz§imu pieziti, mezi CNS WHO grade 4 (Brat
et al., 2021).
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3.5 Oligodendrogliom, IDH-mutant, s kodeleci 1p/19q

Oligodendrogliom, IDH-mutantovany, s kodeleci 1p/19q, je popisovan jako difuzné
infiltrujici gliom s mutacemi v genu /IDH1- nebo IDH?2- a kodeleci ramen chromozomu 1p

a 19q (CNS WHO stupeti 2 nebo 3) (Reifenberger et al., 2021).

3.5.1 Grading

IDH-mutované oligodendrogliomy jsou rozdé€leny podle klasifikace nadord CNS vydané
WHO v roce 2021 do dvou podtypt — IDH-mutovany oligodendrogliom s kodeleci 1p/19q,
grade 2 a IDH-mutovany oligodendrogliom s kodeleci 1p/19q, grade 3 (Tab. 2)
(Reifenberger et al., 2021).

Klasifikace oligodendrogliomii do dvou stupfit malignit si zachovala svij
prognosticky vyznam, avSak presna kritéria pro jejich jasné odliSeni nebyla definovana
(Reifenberger et al., 2021). Divodem je Siroké spektrum téchto glialnich tumort, které
pojima dobfe diferencované, pomalu rostouci novotvary a rovnéz rychle rostouci malignity.
Odlisit oligodendrogliom, CNS WHO grade 2 od oligodendrogliomu, CNS WHO grade 3 je
mozné pomoci histologickych znakd, jako je vysoka celularita, rychla mitoticka aktivita,
patologicka mikrovaskularni proliferace nebo nekroza s/bez palisad. Pro oligodendrogliom,
CNS WHO grade 3 plati, ze vykazuje nékterou z kombinaci téchto histologickych nalezi. U
malého procenta (<10 %) oligodendrogliomi, CNS WHO grade 3 byly na rozdil od
oligodendrogliomii, CNS WHO grade 2 nalezeny homozygotni delece CDKN2A/B.
V piipadé dobfe definovatelnych nadort, neni vyzadovano provadét test na pritomnost
homozygotni delece CDKN2A/B, ale muze byt vhodnym indikatorem oligodendrogliomu,
CNS WHO grade 3, pokud by nalez nebyl jednozna¢né identifikovatelny (Reifenberger et
al., 2021).

3.5.2 Molekularni vlastnosti a geneticky profil nadoru
3.5.2.1 Mutace v genech isocitratdehydrogenazy 1 a 2

Mutace genu IDHI/2 je stejné jako u astrocytomu jednim z kritérii pro diagnostiku
oligodendrogliomu (viz vySe, kapitola 3.4.2.1). I u oligodendrogliomt je ptevladajici
zménou v aminokyselinové sekvenci zaména argininu za histidin (R132H) zpasobena
mutaci genu IDHI. IDH-mutované oligodendrogliomy ve srovnani s IDH-mutovanymi

astrocytomy maji vétsi incidenci vyskytu mutaci IDH2 (Hartmann et al., 2009).
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3.5.2.2 Chromozomova kodelece 1p/19q

Patognomickym biomarkerem definujici oligodendrogliomy, je kompletni delece kratkého
ramena chromozomu 1 (1p) a zaroven dlouhého ramena chromozomu 19 (19q) (Griffin et
al., 2006). K soucasné ztraté¢ chromozomovych ramen dochézi pravdépodobné vytvorenim
dvou odvozenych chromozomu: der(1;19)(p10;q10) a der(1;19)(q10;p10), pomoci
recipro¢ni vymeény celych ramen chromozomu, s naslednou ztratou jednoho z derivata
nesouci kratké rameno chromozomu 1 a dlouhé rameno chromozomu 19 -
der(1;19)(p10;q10) (Obr. 1). Alternativou je delece kratkého ramene chromozomu 1 u jedné
z kopii chromozomu a delece dlouhého ramene chromozomu 19 a nasledné spojeni
zbyvajicich ramen v der(1;19)(q10;p10). U jinych nadord neni podobna chromozomova

kodelece ramen dvou nehomolognich chromozomi znama (Griffin et al., 20006).

V pfipadé, Ze nedojde ke kodeleci a je detekovana delece pouze jednoho
z chromozomovych ramen, neni diagndéza spojovana s oligodendrogliomy. Tyto

nekompletni nebo castecné delece vedou k diagndze glioblastomu, IDH-wildtype

(Reifenberger et al., 2021).

Obr. 1: Mechanismus chromozomové kodelece ramen 1p/19q u Oligodendrogliomu, IDH-mutant s kodeleci

der(1;19)(q10;p10)
der(1;19)(p10;q10)
der(1;19)(q10;p10)

1p/19q (ptevzato a upraveno dle Griffin et al., 2006)
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3.5.2.3 Mutace promotoru telomerazové reverzni transkriptazy

Jednim ze znakd nadorovych bunék je schopnost jejich neomezené replikace. Normalni
somatické buiiky jsou omezeny délkou telomer, které se s kazdym replikacnim cyklem
zkracuji. Aktivaci telomerazy se nadorové buriky vyhybaji starnuti a zachovavaji si svuj
neomezeny replikacni potencial. Telomeraza je ribonukleoprotein skladajici se ze dvou
podjednotek. Prvni podjednotkou je telomerazova RNA komponenta (TERC) a druhou
katalytickou podjednotku enzymu tvoti telomerazova reverzni transkriptaza (TERT) (Arita

et al., 2013).

U velké vétsiny IDH-mutovanych oligodendroglialnich nadorti s kodeleci 1p/19q
jsou pozorovany hotspot mutace C228T a C250T v promotoru genu TERT (Reifenberger et
al., 2021). Podstatou nejcastéjSich somatickych mutaci genu TERT v CNS, je zaména
cytosinu za thymin (C > T) v pozici g.1 295228 (varianta C228T) nebo g.1 295 250
(varianta C250T). Ob& mutace promotoru TERT se nachazi proti sméru exprese od start
kodonu ATG. Mutace C228T 146 bp protismérné od ATG a mutace C250T 124 bp od start
kodonu. C228T a C250T tvoii shodny nukleotidovy tsek o jedenacti parech bazi (5'-
CCCCTTCCGGG-3"), jehoz soucasti je vazebné misto (5 -TTCC-3") transkrip¢nich faktort
E-26 (ETS) (Reitman et al., 2013), které zvysuji transkripcni upregulaci exprese promotoru
TERT, coz vede ke stabilizaci telomer, imortalizaci bunék a bunécné proliferaci
(Reifenberger et al., 2021). Vyskyt C228T a C250T se vzajemné vyluCuje z divodu

nadbyte¢ného ucinku mutace (Arita et al., 2013).

Pozorovanim vztahu mezi mutacemi promotorové oblasti genu TERT a dal§imi
mutacemi, které se vyskytuji u dospélych glialnich tumord, byla zjiSténa asociace s kodeleci
chromozomovych ramen 1p/19q, ktera souvisi pravé s oligodendrogliomy. U nadort bez
ztraty 1p/19q s mutaci genu IDH se piitomnost mutace promotoru TERT a IDH vétSinou
vzajemné vyluCuji. Mutace promotoru TERT uzce souvisi 1 s nadory IDH-wildtype bez
kodelece 1p/19q, coz je rysem glioblastomu. Procentualné je frekvence vyskytu mutace
nejvyssi u oligodendrogliomil (75 — 100 %), velmi vysoka u glioblastomt (50 — 89 %) a
nizka u astrocytomu (kolem 0 — 33 %) (Arita et al., 2013).

21



3.6 Glioblastom, IDH-wildtype

Glioblastom, IDH-wildtype, je diftizni, astrocytarni gliom, ktery se vyznacuje standardnim
genotypem isocitratdehydrogenazy (IDH-wildtype) a histonu 3 (H3), a méa jeden ¢i vice
z nasledujicich histologickych nebo genetickych znakt: mikrovaskularni proliferace,
nekroza, mutace promotoru TERT, amplifikace genu EGFR nebo zmény v poctu kopii

chromozomu +7/-10 (CNS WHO stupen 4) (Louis, Aldape, et al., 2021).

3.6.1 Grading

Glioblastomu, IDH-wildtype je podle Klasifikace nadortu centralniho nervového systému dle
WHO 1z roku 2021 pfifazen nevySsi stuperi malignity CNS WHO grade 4. Na zakladé
histologie glioblastomu jsou popsany tfi subtypy — obrovskobunéény glioblastom,

gliosarkom a epiteloidni glioblastom (Louis, Aldape, et al., 2021).
3.6.2 Molekularni vlastnosti a geneticky profil nadoru
3.6.2.1 Mutace v genech isocitratdehydrogenazy 1 a 2

Driive nez doslo k aktualizaci klasifikace nadora CNS, byly glioblastomy rozliSovany jako
,primarni* (IDH-wildtype) a ,,sekundarni“ (IDH-mutované). Nyni se v§ak jedna o zastarala
oznaceni a jejich pouzivani neni doporuceno. Pojem ,,primarni glioblastom* definuje nyn¢jsi
glioblastom, IDH-wildtype, kdezto ,,sekundarni glioblastom® byl v nejnovéjsim vydani
klasifikace nahrazen za IDH-mutovany astrocytom, WHO grade 4 (Melhem et al., 2022).
Mutace genu IDH, jakozto ¢asnd udalost ve vyvoji tumoru, byla jednim z molekularnich
marker vyuzivanych pro odlieni primarniho glioblastomu od progresivniho sekundarniho

glioblastomu (Eskilsson et al., 2018).

Nadory s mutovanym genem IDHI, jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.4.2.1
zabyvajici se IDH-mutovanymi astrocytomy, maji snizené hladiny NADPH. Nizké hladiny
NADPH mohou byt divodem zvySené citlivosti na ozafovani a chemoterapeutika u IDH-
mutovanych nadora (Bleeker et al., 2010). Glioblastomy vsSak mutace v genech IDH
nevykazuji, proto se preziti pacientu s glioblastom pohybuje pouze fadech mésict (Thakkar

et al., 2014).
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3.6.2.2 Mutace promotoru telomerazové reverzni transkriptazy

Jak bylo zminéno vyS$e v kapitole 3.5.2.3 zabyvajici se IDH-mutovanymi oligodendrogliomy
s kodeleci 1p/19q, mutace promotoru TERT zpusobuji stabilizaci telomer a zodpovidaji tak
za imortalizaci nadorovych bunék. Mutace promotoru jsou jednim z kritérii pro diagnostiku
glioblastomu, IDH-wildtype a prevalence jejich vyskytu se pohybuje rozmezi 50 — 89 %
(Arita et al., 2013). Jde tak o nejCast€j$i molekularni zménu u glioblastomu, ktera je

spojovana s jejich agresivnéj$im charakterem (Louis, Aldape, et al., 2021).
3.6.2.3 Numerické alterace chromozomu 7 a 10

Molekularnim markerem charakterizujicim IDH-wildtype glioblastomy je pfitomnost
kombinovaného zisku chromozomu 7 se souCasnou ztratou chromozomu 10, ktery je
souhrnné oznacovan jako +7/-10. Zisk/ztrata celych chromozomu je nejCastéjsi variantou
alteraci chromozomu 7 a 10. Buriky v tomto pfipad€ obsahuji tfi a vice kopii chromozomu
7 (polyzomie 7) a pouze jednu kopii chromozomu 10 (monozomie 10). OvSem bézné
dochazi také k zisku/deleci jednotlivych chromozomovych ramen. Varianty 7+/10g- a
7q+/10- jsou spolu s 7+/10- spojovany se Spatnym piezitim pacientt (Stichel et al., 2018).

3.6.2.4 Alterace v genu pro fosfatizu a homolog tenzinu

Tumor supresorovy gen PTEN (Phosphatase and tensin homolog) lokalizovany na
chromozomu 10 (lokus 10g23.3), nese nazev podle svého proteinového produktu, jehoz
domény vykazuji sekvenatni homologii s tyrosinfosfatizou a tenzinem (Alvarez-Garcia et
al., 2019). Negativné reguluje signalni kaskadu PI3K/AKT, kterd souvisi s bunénym
rastem, prezitim, proliferaci a migraci bunék. Poruseni regulace této drahy vede k malignimu
rastu (Chow & Baker, 2006). Jde o jednu z nejcastéjSich genetickych zmeén u glioblastomu,
pfi které dochazi k oblastnim nebo celkovym delecim chromozomu 10 (80 — 90%). Nejen
ztrata heterozygozity (LOH) pfispiva k procesu tumorigeneze glioblastomu, ale i mutace

genu PTEN (20 —40%) jsou zodpovédné za jeho progresi (Hill et al., 2003).
3.6.2.5 Alterace genu pro receptor epidermalniho riastového faktoru

Neméné vyznamnou genetickou udalosti ve wvyvoji glioblastomu jsou zmény
v transmembranovém receptoru tyrozinkinazového epidermalniho rastového faktoru
(EGFR), znamého také jako humanni epidermalni receptor (HER1) nebo ErbB-1, ktery
spada do ErbB rodiny receptorovych tyrosinkinaz spolu s ErbB-2-4 (HER2-4). Struktura této

rodiny receptori EGFR je stejna. Receptory jsou slozeny z extracelularni domény, jejimz
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ukolem je vazat pfislusny ligand z rodiny epidermalnich rastovych faktori (EGF), dale z
hydrofobni domény prochazejici bunénou membranou a z tyrozinkindzové domény
lokalizované v cytoplazmé, ktera zodpovida za tyrosinkinazovou aktivitu receptorti (An et
al., 2018; Normanno et al., 2006). Navazanim EGF na receptor jsou spusStény piisné
regulované signalni drahy, jejichz soucasti jsou proteiny regulujici fyziologické a
patologické procesy. Ve vétsin€ ptipadu se jedna o drahy STAT3, MAPK a také AKT, které
spolu s efektorovymi molekulami tvofi integrovany systém zodpoveédny za proliferaci,

preziti a metabolismus bunék (Lopez-Gines et al., 2010; Mizoguchi et al., 2006).

Alterace receptoru epidermalniho rustového faktoru, nejsou vyhradni specifitou
glioblastomua (Hatanpaa et al., 2010), ale objevuji se i u karcinomu plic, tlustého stieva nebo
prsu (Normanno et al., 2006). Gen EGFR je umistén na kratkém ramenu chromozomu 7
(lokus 7p11.2). Typické pro glioblastomy jsou amplifikace tohoto genu, avSak ¢asto dochéazi
1 k jeho mutacim, genovym preskupenim nebo zménam v sestfihu (Eskilsson et al., 2018).
Nejfrekventovanéjsi mutaci je EGFRVIIL, ktera se v nadorovych buikach vyskytuje
vyhradné spolu s amplifikacemi genu EGFR (Eskilsson et al., 2016).V disledku delece 267
aminokyselin, postrada EGFRvIII doménu vazajici ligand. Tato mutace zpusobi, ze je
mutanta EGFRVIII schopna konstitutivni autofosforylace, jez umoziiuje spontanné
fosforylovat tyrosinové zbytky v intracelularni doméné (An et al., 2018). Eskilsson et al.
pozorovali, ze k amplifikacim EGFR dochéazi ve vSech Castech nadoru, kdezto mutace
EGFRVIII byly nalezeny jen v urcitych mistech. Tato intratumoralni heterogenita poukazuje
na to, ze amplifikace genu EGFR jsou Casnou udalosti gliomageneze a k mutacim dochazi

az v pozd¢jsich fazich (Eskilsson et al., 2016).

Amplifikace EGFR se objevuje ptiblizné u 40 % glioblastomi, IDH-wildtype (Louis,
Aldape, et al., 2021) a ve vétsiné piipadu je spojovana s nadmeérnou expresi proteinu EGFR
(Hatanpaa et al., 2010). Typickym procesem amplifikace u mozkovych nadort je zmnoZzeni
genu pomoci extrachromozomalnich elementa zvanych jako ,, double minutes” chromozomy
(Vogt et al., 2004). V dusledku heterogenity glioblastomu, mohou rtzné oblasti nadoru
vykazovat odli§ny podil bunék s amplifikaci EGFR a bez ni. Mohou se vyskytnout oblasti
s 10 % a zarovei 1 s 60 % zastoupenim bunek s amplifikaci EGFR v ramci stejného nadoru
(Hatanpaa et al., 2010). Okada et al. uvedli, ze amplifikace EGFR muze souviset
s invazivnosti nadoru. Pozorovali, ze infiltrativni okraje, obsahu;ji butiky s vysokym stupném

amplifikace na rozdil od centra tumoru (Okada et al., 2003).
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3.7 Epigenetické markery

3.7.1 Metylace promotoru genu O°-methylguanin-DNA-methyltransferasy

Metylace promotoru O°-methylguanin-DNA-methyltransferasy (MGMT) neni specifickym
markerem pro konkrétni typ difiznich gliomu, pfesto je jeho detekce vyznamna z hlediska
predikce odpovédi na alkylaéni ¢inidla (Komori, 2022). Gen MGMT kéduje opravny protein
zodpovidajici za odstranéni promutagenni metylové skupiny z O-6-methylguaninu v DNA.,
ktery ma schopnost zamezit vzniku genové mutace a nasledné tumorigenezi (Brat et al.,
2021). Metylace promotoru zpusobuje snizeni aktivity enzymu MGMT, coz umoziuje
alkyla¢nim ¢inidlim poskodit nadorovou DNA a indukuje tak pfechod bunky do apoptozy.
Nejbézn€js$im  pouzivanym  alkylacnim  chemoterapeutikem je  temozolomid
(Riemenschneider, Hegi, et al., 2010). Metylace promotoru MGMT je prognosticky
vyznamny markerem zejména u glioblastomu, IDH-wildtype, ktery ¢asto disponuje ztratou
chromozomu 10, na jehoz lokusu (10q26) je lokalizovan i gen MGMT. Timto mechanismem
je gen MGMT inaktivovan (Brat et al., 2021). Ve studii Molenaar et al., bylo popsano, ze
gliomy disponujici soucasné mutaci genu /IDHI a metylaci promotoru genu MGMT, maji

vyrazng lep$i preziti, nez pacienti bez téchto mutaci (Molenaar et al., 2014).

Gliomy se somatickymi mutacemi genu IDH jsou uzce spojeny s cytosin-fosfat-
guaninovym (CpG) ostrovnim metylatorovym fenotypem (G-CIMP z anglického Glioma
CpG island methylator phenotype), jez je charakterizovan hypermetylaci v celém
nadorovém genomu. Hypermetylace promotoru vede k umlc¢ovani tumor supresorovych
gent a k maligni transformaci bunky. Pacienti s IDH-mutovanymi/G-CIMP-pozitivnimi
nadory, vykazuji lepsi progndzu nez pacienti, jejichz nadory G-CIMP nenesou (Malta et al.,
2018). V zavislosti na zvySovani metylace CpG ostrivkd v genomu IDH-mutovanych
bunek, je soucasné s mutacemi genti IDH1/2 asociovana metylace promotorové oblasti genu

MGMT (Horbinski et al., 2021).
3.8 Molekularni a geneticka diagnostika gliomu

Molekularni a genetické diagnostice gliomi predchazi vySetfeni pomoci zobrazovacich
neuroradiologickych metod v podobé vypocetni tomografie (CT) nebo magnetické
rezonance (MR), které slouzi k lokalizaci, zjiSténi rozsahu a poptipadé k identifikaci typu
mozkového nadoru (Fadrus et al., 2010). Po odbéru nadorové tkané dochazi k vySetieni
molekularné-genetickych znaka nadoru, které jsou soucasti komplexni diagnostiky, kam

spolu s nimi spada 1 histopatologické a imunohistochemigické (IHC) vySetieni (Smrcka et
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al., 2016). Cytogenetické vySetieni chromozomovych aberaci je obvykle provadéno
z parafinovych blokt nebo otiskovych preparati pomoci fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH). Ze vzorkt nukleovych kyselin izolovanych z nadorové tkan€, 1ze provadét vysetieni
na molekularni urovni, kam spadaji metody zalozené na polymerazové fetézcové reakci
(PCR), Sangerovo sekvenovani, SNaPshot assay, sekvenovani nové generace (NGS
z anglického Next generation sequencing), MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) a dalsi (Bienkowski et al., 2018; Sledzifiska et al., 2022; Urbanovska et al.,
2019).

3.8.1 Polymerazova retézcova reakce (PCR) véetné metylacné specifické PCR

Nejpouzivanéjsi metodou vyuzivajici metodiku PCR je kvantitativni polymerazova
fetézcova reakce (QPCR), umoziujici v prubéhu kazdého cyklu nepfetrzité zaznamenavat
mnozstvi PCR produktt. Pfitomnost fluorescen¢niho substratu umoziiuje po jeho navazani
na DNA detekovat jeji mnozstvi. Jedna se o jednu z nejspolehlivéjSich metod pro studium
exprese cilovych gent. Disponuje vysokou citlivosti a sekvenaéni specifitou (Ginzinger,
2002). Metody PCR lze vyuzit pro vySetieni mutaci gend IDH1/2, TERT nebo pro zjisténi
metylagniho statusu promotoru genu MGMT (Herman et al., 1996; Sledzinska et al., 2022).

Prvni, kdo popsal metodu zaloZzenou na metyla¢né specifické polymerazové
retézcové reakci (MSP) byl Herman et al. v roce 1996 (Herman et al., 1996). Metoda slouzi
k analyze stavu metylace CpG dinukleotidi v CpG ostravcich a je proto vhodna pro
rozpoznani stavu metylace promotoru genu MGMT. Zékladem této metody je oSetfeni
bisulfitem, ktery chemicky modifikuje nemetylované cytosiny (C) na jednovlaknové DNA
a konvertuje je na uracil (U). Metylované cytosiny vSak zastavaji beze zmény. Nasleduje
amplifikace za pouziti primera specifickych pro metylovanou a nemetylovanou DNA a
vysledkem jsou amplikony vizualizované pomoci gelové elektroforézy (Herman et al.,

1996).

V prubéhu let se vyvijely rtizné alternativy MSP a jednou z nich je nested metylacné
specificka PCR (N-MSP). N-MSP je metoda skladajici se ze dvou kol PCR, pfi¢emz prvni
kolo PCR je zalozené na amplifikaci DNA modifikované bisulfitacni reakci pomoci primert
nerozliSujicich metylacni stav. Druhé kolo je tradi¢ni MSP za pouziti primera specifickych
pro metylovanou a nemetylovanou alelu. Vyuziti detekce pomoci N-MSP je vhodné zejména

pokud je vzorek nekvalitni nebo pokud obsahuje malé mnozstvi DNA (Derks et al., 2004).

26



3.8.2 Fluorescencni in situ hybridizace

Standardnim molekularné cytogenetickym vySetfenim vyuzivanym v klinické praxi
k identifikaci genetickych biomarkerd, je fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Jde o
dobfe znamou metodu umozfiujici pracovat s biologickym materialem fixovanym
v parafinovych bloccich, diky ¢emuz zistava morfologicka informace nezménéna. AvSak
pii krajeni parafinovych blokli mize dojit k odkrojeni Casti jader, coz je jejich znacnou
nevyhodou. Tento problém fesi otiskové preparaty z nativni tkané, které umoziuji zachovat
jadro v celém jeho objemu. VySetfeni se provadi nejCastéji na interfaznich jadrech, od ¢ehoz
se odviji nazev interfazni fluorescencni in situ hybridizace (iFISH). Pomoci této metody,
vyuzivajici dvoubarevnych sond, se u glialnich nadort sleduji predevsim delece tumor
supresorovych geni PTEN a CDKN2A/B, dale amplifikace onkogenu EGFR a zmény poctu
chromozomu 7, 9 a 10. Déle se iFISH vyuziva k detekci kodelece 1p/19q (Horbinski et al.,
2011; Korshunov et al., 2005).

3.8.3 SNaPshot assay

Metoda SNaPshot je wvyuzivana pro analyzu jednonukleotidovych polymorfismi,
oznacovanych jako SNPs (z anglického single-nucleotide polymorphisms). Vyhodou této
metody je moznost vySetfit az 10 raznych SNP v jedné reakci, nezavisle na jejich umisténi
v genomu. Podstatou jsou pfesné definované primery vazici se na dobfe znamé
komplementarni templatové sekvence v tésné blizkosti SNP. V pfitomnosti DNA
polymerazy a fluorescencné znacenych dideoxyribonukleotidii (JdNTP) je navazany primer
na svém 3'konci prodlouzen o jeden ddNTP v zavislosti na komplementarit¢ se SNP na
templatovém vlakné. Detekce jednotlivych polymorfismt je provedena v ramci kapilarni
elektroforézy, jejimz vysledkem je elektroforetogram sestavajici z rizné barevnych piku
v zavislosti na typu pfidaného fluorescencné znaeného ddNTP (Features of the SNaPshot
® Multiplex System, n.d.). Testovani pomoci SNaPshot assay 1ze vyuzit naptiklad k detekci
mutaci v genech IDH nebo TERT (Urbanovska et al., 2019; Weyerer et al., 2021).

Mechanismus reakce je struén€ znazornén na Obrazku 2.
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Primer

N

> CCATGACTGATTCC
Cilové DNA - NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNN

/T\
ddGTP SNP

ddCTP | pna polymeraza
dduTP

CCATGACTGATTCCG
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNN

G
Elektroforetogram - ‘ ‘

Obr. 2: Schéma znazoriujici nalezitosti metody SNaPshot assay pro genotypizaci SNP (pfevzato a upraveno
dle Features of the SNaPshot ® Multiplex System, n.d.)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Analyza mutace promotoru TERT

Pro analyzu mutaci promotoru genu TERT bylo retrospektivné zpracovano 74 pacientskych
vzorka ziskanych v rozmezi let 2018 — 2019 spolecnosti EUC Laboratore CGB, as.,
Ostrava. VSem pacientim byl diagnostikovan gliom, jehoz typ a stupen malignity byl
hodnocen podle Klasifikace nadora centralniho nervového systému z roku 2016 vydané
WHO. Vsichni pacienti byli starsi 18 let a u kazdého vzorku byla provedena molekularni i
cytogeneticka analyza. VySetfeni mutacniho stavu promotoru genu TERT bylo provedeno

pomoci metody SNaPshot assay.
4.1.1 Biologicky material

Biologickym materidlem vyuzivanym k detekci mutaci promotoru genu TERT byla
nadorova DNA. Izolace byla provedena pomoci sady cobas ® DNA Sample Preparation Kit
(Roche Diagnostic, Némecko), ktera umoznila izolovat nadorovou DNA ze vzorkd
fixovanych formalinem a zalitych v parafinu (FFPET). Zatimco u vzorki nativni tkané byla
purifikace provedena pomoci MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche
Diagnostic, Némecko). Oba postupy byly provedeny podle protokolu vyrobce.

4.1.2 Chemikalie

e PCR H2O (Top Bio, Ceska republika)

e EliZyme HS Robust Master mix (Elisabeth Pharmacon s.r.o, Ceska republika)

e Primery (TERT) — F, R (20 pmol/ul) (IDT, Belgie)

e Exol (20U/ul) (Thermo Fisher Scientific, Litva)

e FAP (1U/ul) (Thermo Fisher Scientific, Litva)

e ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Sequencing buffer (5x) (Thermo Fisher
Scientific, USA)

e ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit (Life Technologies, UK)

e SNaP primery C228T a C250T (IDT, Belgie)

e Hi-Di formamid (Life Technologies, UK)

e GeneScan™ 120 LIZ™ (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Agaroza (LONZA, UK)

e GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)
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Orange G nanaseci pufr (Thermo Fister Scientific, Litva)

Etidium bromid (Thermo Fisher Scientific, Litva)
Pristrojové vybaveni

Microtube centrifuge (HWLAB, Cina)

Laminarni box (Telstar Industrials, S.L., épanélsko)

Vortex (IKA, Némecko)

Termocykléry Applied Biosystem Proflex PCR Syst¢ém (Life Technologies,
Singapur)

Bioer cycler (Bioer, Cina)

Kapilarni elektroforéza ABI3130 (Applied Biosystems, USA)

Elektroforeticka vana Scie-Plas (Scie-Plas Ltd., UK)

Zdroj pro elektroforézu (CONSORT, Belgie)

Fotoaparat Olympus XZ-1 (Olympus, Japonsko)

Dokumentacni systém KODAK EDAS 290LE (Eastman Kodak Co., Rochester, NY)
GeneMapper™ Software 5
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4.1.4 Metody

Vzorek DNA

‘

PCR H;0, Elizyme HS Robust Master mix, primery

Multiplexni PCR amplifikace (TERT) -FR

PCR amplikony

Exonukledza I (Exol)

Gelova elektroforéza Precisténi PCR produktu FastAP termosenzitivni alkalickd fosfataza (FAP)

<
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Obr. 3: Pracovni postup pro analyzu mutacniho statusu promotoru genu 7ERT metodou SNaPshot assay.

4.1.4.1 PCR pro test SNaPshot

Prvnim krokem pro zjisténi stavu mutace v promotoru genu TERT metodou SNaPshot, byla
amplifikace DNA pacientskych vzorki pomoci metody PCR. Nejprve byly rozmrazeny a
pomoci vortexu a centrifugy promichany vsechny pfislusné reagencie a DNA. Do zkumavky
o objemu 2 ml byla pfipravena reakcni smés (MasterMix) smichanim 10,5 ul PCR H20O, 12,5
ul Elizyme HS Robust Master mix a 0,5 pl forward (F) a 0,5 pl reverse (R) primeru (TERT)
o koncentraci 20 pmol/ul. Uvedend mnozstvi odpovidaji jednomu vzorku. Vznikly
MasterMix byl promichan na vortexu a kratce centrifugovan. Do zkumavek o objemu 0,2
ml bylo pfidano po 24 ul vytvoreného MasterMixu a 1 pl pacientské DNA. Zkumavky byly
po celou dobu umistény v chladicim stojanku. Do jedné ze zkumavek byla misto DNA
pfidana beztemplatova kontrola (PCR voda). Piipravené zkumavky byly kratce stoCeny na
centrifuze a poté byly vloZeny do termocykléru, kde byl spustén ptislusny program zahajujici

proces PCR (Tab. 4).
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Tab. 4: Pfesny prubéh PCR reakce pro amplifikaci genu TERT.

W

Krok Teplota Cas Cyklus
Aktivace 95°C 5 min 1
Denaturace 95°C 30s
Hybridizace 60 °C 30s 35
Synteticka fize 72°C 30s
Finalni syntéza 72°C 5 min 1
Chladnuti 4°C neomezené -

4.14.2 Elektroforéza PCR produktu

Rozpusténim 3 g agardzy ve 100 ml 0,5x TBE pufru, byl pfipraven 3% agarézovy gel, do
kterého bylo pfidano 5,5 pl etidium bromidu. Do jednotlivych jamek mikrotitraéni desky
bylo z kazdého vzorku odebrano a preneseno 5 pl PCR produktu. Ke kazdému vzorku
v mikrotitracni desce byly nasledné ptidany 3 pl nanaseciho pufru orange G a vznikly roztok
v jamkach byl pipetou promisen. Takto pfipravené vzorky byly zleva nanaSeny do jamek 3%
agarozového gelu ponofeného v 0,5x TBE pufru. Do krajni jamky byl pfidan standard
molekulové hmotnosti GeneRuler 50bp DNA Ladder. Nasledovala elektroforeticka separace
probihajici po dobu 30 minut pii napéti 110 V. Po skonceni elektroforézy byl gel zobrazen
pomoci dokumentacniho systému KODAK EDAS 290LE a byla pofizena fotografie gelu
fotoaparatem Olympus XZ-1 (Obr. 4). Elektroforéza slouzila ke kontrole délky a Cistoty
ziskaného PCR produktu.

Obr. 4: Fotograficka dokumentace 3% agar6ézového gelu. Vzorky s amplifikovanou DNA (zleva) v jamkach
1-6, jamka 7 beztemlatova (negativini) kontrola a v jamce 8 standard molekulové hmotnosti GeneRuler 50bp
DNA Ladder. Vysledek ziskdn dokumenta¢nim systémem KODAK EDAS 290LE; fotografie zhotovena
fotoaparatem Olympus XZ-1.
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4.14.3 Precisténi PCR produktu

Pred zahajenim precisténi, které slouzi k odstranéni neinkorporovanych primert a degradaci
nenavazanych nukleotidd, byl nejprve obsah zkumavek s PCR produktem proklepan a kratce
sto¢en na centrifuze. Do chladici desky byly pfipraveny enzymy Exonukledza I (Exol) o
koncentraci 20U/ul a FastAP termosenzitivni alkalicka fosfataza (FAP) o koncentraci 1U/ul.
Pro precisténi PCR produktu byly pfipraveny nové sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2
ml. Do kazdé mikrozkumavky bylo pipetou naneseno 0,5 pl Exol, 1 ul FAP a 5 ul PCR
produktu. Obsah zkumavek byl pomoci pipety promisen, nasledné stoCen na centrifuze a
jednotlivé zkumavky byly pfeneseny do cykléru, kde byl spustén piislusny program. Reakce
probihala 30 minut ve dvou 15minutovych cyklech (Tab. 5). Po celou dobu probihajici

reakce bylo vypnuté nahfivani vika cykléru.

Tab. 5: Podminky precisténi PCR produktu pomoci Exonukleazy I a FastAP termosenzitivni

alkalické fosfatazy.
Cyklus Teplota Cas
1. 37°C 15 min
2. 85°C 15 min

4.1.4.4 SNaPshot reakce

Po precisténi PCR produkt nasledovala samotna SNaPshot reakce za pouziti sady Applied
Biosystems® SNaPshot Multiplex Kit od spolecnosti Life Technologies (UK). VSechny
pouzivané reagencie byly po rozmrazeni promichany na vortexu a kratce stoCeny na
centrifuze. Prvnim krokem byla piiprava smési primera C228T a C250T o koncentraci 10
pmol/ul v poméru 1:1 do jedné ze mikrozkumavek. Pro jeden vzorek byl celkovy objem
smési SNaP primerd v mikrozkumavce 2 pl. Nasledovala pfiprava reakéni smeési
(MasterMixu) do zkumavky o objemu 2 ml. Do mikrozkumavky bylo pfeneseno 3,5 ul PCR
H>0, 0,5 ul 5x ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Sequencing bufferu, 2 ul ABI PRISM
SNaPshot Multiplex Kitu a 2 pl vytvoiené smési SNaP primerti. Smés byla fadné promisena
pomoci pipety. VSechna uvedena mnozstvi pro pripravu MasterMixu odpovidaji pfiprave
jednoho vzorku. Takto pfipraveny MasterMix byl po 8 pl pomoci pipety rozplnén do novych
sterilnich mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Néasledné¢ byly pipetou do jednotlivych
mikrozkumavek pridany 2 ul precisténych PCR produktd a vznikly obsah byl pomoci pipety
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promisen. Takto pfipravené mikrozkumavky byly vlozeny do termocyckléru, kde byl

spustén prislu§ny program (Tab. 6).

Tab. 6: Podminky SNaPshot reakce.

Krok Teplota Cas Cyklus
Denaturace 96 °C 10s
30
Hybridizace 60 °C 35s
Chladnuti 4°C neomezené -

4.1.4.5 PreciSténi SNaPshot reakce pomoci FAP

Produkt ziskany SNaPshot reakci bylo tfeba precistit od nenavazanych primerd. K tomuto
ucelu byla pouzita FastAP termosenzitivni alkalicka fosfataza (FAP) o koncentraci 1U/ul.
Zkumavky se SNaPshot produktem i FAP byly kratce stoCeny na centrifuze. K 10 ul
ziskaného produktu SNaPshot reakce byl pfidan 1 pul FAP a celkovy obsah mikrozkumavek
byl promisen pipetou a nasledné sto¢en na centrifuze. Takto pfipraveny vzorek byl vlozen
do cykléru s vypnutym nahfivanim vika a byl spustén pfislusny program. Délka programu

byla 30 minut a skladala se ze dvou po sobé& nasledujicich cykla (Tab. 7).

Tab. 7. Podminky programu piecisténi SNaPshot produktu.

Cyklus Teplota Cas
1. 37 °C 15 min
2. 85 °C 15 min

4.1.4.6 Kapilarni elektroforéza

Po precisténi SNaPshot produktu nasledovala vizualizace variant v promotoru genu TERT
pomoci kapilarni elektroforézy. Do 96-jamkové desky bylo preneseno 9 pl Hi-Di formamidu
a 0,25 ul GS120LIZ Size ladderu do kazdé jamky podle poctu vzorka. Nasledné byl do
jamek pfidan 1 pl pfislusného precisténého produktu SNaPshot reakce. Jamky, které
neobsahovaly vzorek byly naplnény 10 pl Hi-Di formamidu. Takto pfipravena deska byla
zakryta pomoci septa a nasledné kratce centrifugovana. Po ovéfeni, ze se v kazdé jamce

nachazi vzorek, byla provedena denaturace v termocykléru pii 95 °C probihajici po dobu 5
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minut. Poté byla deska umisténa do pfistroje ABI3130 (Applied Biosystems, USA) ve
kterém nasledovala separace, produkti SNaPshot reakce. Doba nastiiku byla 16 sekund a
doba chodu 450 sekund. Ziskana data byla analyzovana pomoci GeneMapper 5 Softwaru.
Obrazek 5 reprezentuje vysledky analyzy variant v promotoru genu TERT ziskané vySe

zminénym postupem.
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Obr. 5:  Reprezentativni vysledek detekce mutaci promotoru genu TERT, ziskany pomoci GeneMapper 5
Softwaru. Osa x piedstavuje délku fragmentu DNA a osa y intenzitu fluorescen¢niho signalu zna¢eného
nukleotidu. Modfe znaCeny pik odpovida navazanému guaninu a zelend barva znazoriuje adenin. Test varianty
detekuje na komplementdrnim vlakné. (A) Reprezentativni vzorek nevykazujici mutace promotoru 7ERT. (B)
Reprezentativni vzorek znazortiujici mutaci promotoru TERT C228T. (C) Reprezentativni vzorek znazorujici
mutaci promotoru TERT C250T.
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4.2 Vysledky

4.2.1 Retrospektivni molekularné geneticka analyza gliomu

Do retrospektivni molekularné genetické analyzy bylo zahrnuto celkem 182 pacientskych
vzorku s potvrzenym glialnim nadorem. VSichni pacienti zahrnuti v souboru podstoupili
resekci nebo biopsii tumoru mezi lety 2018 — 2022 a v dobé odbéru byli starsi 18ti let.
Vsechna molekularné genetickd a cytogeneticka data byla ziskana spole¢nosti EUC
Laboratore CGB, a.s., Ostrava. Vzhledem k tomu, ze soubor pacientskych vzorkl je
z Sirokého datového rozmezi, pii¢emz v roce 2021 doslo ke zménam v klasifikaci nadort
CNS, je zkoumany soubor kombinaci dvou klasifikacnich zptusobd. Dusledkem je, ze
nekteré vzorky diagnostikované mezi lety 2018 az 2021 neodpovidaji pfesné nynéjsi

Klasifikaci nadora CNS dle WHO z roku 2021 (WHO CNSS5 2021).

U vsech vzorki byla provedena jak histologicka, tak molekularni diagnoza.
V souboru bylo 15 diagnostikovanych astrocytomu, grade II (A II), 4 gemistocytarni
astrocytomy, grade II (AG II), 24 anaplastickych astrocytomt, grade IIT (AA III), 9
anaplastickych oligodendrogliomd, grade III (AO III), 4 oligodengrogliomy, grade II (O II),
123 glioblastomti (GBM) a 3 gliosarkomy. Procentualni zastoupeni vSech glialnich nadora

v souboru zobrazuje Obrazek 6.

Gliosarkom
2%

AA T
13%

GBM
68%

OGBM OAAIIl OAIl BAOIII BAGII BOII ®Gliosarkom

Obr. 6: Procentudlni zastoupeni vsech glidlnich nadori v souboru pacientskych vzorkii (n = 182). (A II -
astrocytom, grade II; AA III — anaplasticky astrocytom, grade III; AG II — astrocytom gemistocytarni, grade
I, GBM - glioblastom; Gliosarkom; O II — oligodendrogliom, grade II; AO III - anaplasticky
oligodendrogliom, grade III).
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Vyssi zastoupeni v souboru tvorili muzi (56,6 %) oproti zenam (43,4 %). Nejmladsimu
pacientovi bylo v dob& operace 19 let a nejstarsSimu 79 let (median véku 56,5 let). Obecné
nejvyssim vékem v dobé diagnozy disponovali pacienti, kterym byl diagnostikovan GBM
(median 60 let), gliosarkom (median 63 let) a pacienti s AO III (median 60 let). Pacienti s
astrocytarnimi gliomy byli vyznamné mladsi. Mediany véki u jednotlivych histologickych

diagnéz byly shrnuty do Tabulky 8.

Tab. 8: Median véku u jednotlivych histologickych diagnoz

Zastoupeni v souboru

Nadorovy subtyp Mediin véku [roky]
(n=182)

Astrocytom, grade II 15 42
Astrocytom anaplasticky, grade III 24 47
Astrocytom gemistocytarni, grade II 4 39
Glioblastom 123 60
Gliosarkom 3 63
Oligodendrogliom, grade II 4 46
Anaplasticky oligodendrogliom, grade I1I 9 60

Molekularni diagnostika zahrnovala detekci mutaci v genech IDHI a IDH?2, detekci
mutaci v promotoru genu TERT a vySetfeni metylacniho statusu promotoru genu MGMT.
Mutace v genech IDHI/2 a promotoru genu TERT byly standardné vysetfeny pomoci
metody SNaPshot a detekce metylace promotoru genu MGMT byla zajiSténa pomoci N-
MSP.

Cytogeneticka analyza se soustfedila na detekci amplifikace EGFR, deleci bialelické
delece CDKNZ2A, deleci genu PTEN (monozomie chromozomu 10) a pocetni zmény

chromozomu 1, 7, 10 a 19 pomoci metody i-FISH.

V teoretické Casti bakalarské prace byly popsany vztahy mezi jednotlivymi mutacemi
a genetickymi aberacemi u konkrétnich nadorovych typt. Nize jsou uvedeny vSechny
zjisténé molekularné — genetické znaky a jejich vztahy napfi¢ analyzovanym souborem

pacientt s gliomem.
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4.2.1.1 Mutacni analyza isocitratdehydrogenazy 1/2

Zjisténi stavu mutace genu /IDH je zakladnim molekularnim vysetfenim u kazdého noveé
diagnostikovaného diftizniho gliomu. V soucasnosti je na stavu mutace /DH postavena cela

klasifikace glialnich nadort.

Analyzovany soubor obsahoval 182 pacientskych vzorku, z cehoz byla u 53 pacientd
detekovana mutace v genu IDH. Zbylych 126 pacienti nevykazovalo mutaci v genu IDH a
u 3 pacientt nebyla provedena molekularni diagnostika. Pacienti pozitivni na mutaci v genu
IDH tvotili 29,6 % (53/179) z celého souboru, ktery zahrnoval pouze vzorky, u kterych byl
proveden test na zjiSténi stavu mutace. Toto procentudlni zastoupeni se zaroveri rovnalo
poctu zjisténych mutaci v IDH ]I, jelikoz mutace IDH?2 nebyla v celém souboru pozorovana.
Jak bylo popsano v kapitole 3.4.2.1, mutace IDHI souvisi s vékem pacientl a je spojovana
predev§im s mladSim vékem. Pomoci studentova t-testu byla zjisténa statisticky vyznamna
souvislost mezi vékem a muta¢nim statusem IDH (p < 0,001) (Obr. 7A). Vékové rozmezi
pacientd s nékterou z mutaci v genu IDH1 bylo 19 - 67 let a median véku 42 let. U pacientt
bez mutace bylo vékové rozmezi 31 — 79 let a median véku 61,5 let. Nejcastéji detekovanou
variantou mutace IDHI byl typ R132H, ktery byl zaznamenan u 41 pacientt (77,4 %) (Obr.
7B). Méné frekventovanymi mutacemi /DH1 byly R132G u 6 pacientt (11,3 %), R132C u
5 pacientti (9,4 %) a R132S nalezena u 1 ze vzorku (1,9 %).
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Obr. 7: (A) Krabicovy diagram znazornujici vztah mezi vékem pacientti a mutovanym nebo nemutovanym
genem (wt) isocitratdehydrogendzy 1 (IDHI) v souboru o 179 pacientech. Median véku pacientii s mutaci
IDH]1 byl 42 let, coZ je vyznamn¢ niz$i nez u pacienti s normalnim genotypem, kde byl median 61,5 let. (B)
Procentudlni zastoupeni vSech mutovanych variant genu /DHI z celého souboru zjist¢nych mutaci v genu
IDH1 (53/179).
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Byla pozorovana frekvence zastoupeni jednotlivych mutaci i u konkrétnich
nadorovych typa (Obr. 8). U vSech nadorovych typt, u kterych byly nalezeny mutace v genu
IDHI bylo shledano, ze nejvétsi zastoupeni tvorily mutace R132H. U astrocytomu a
oligodendrogliomu byly vSechny vzorky pozitivni na nékterou z mutaci IDHI. Procentu
astrocytarnich a oligodendroglialnich nadora, u kterych byl nalezen nemutovany gen (wt
z anglického wildtype) IDHI i IDH2, by podle aktualni klasifikace WHO CNS5 2021,
s ohledem na cytogenetické a histologické vysetfeni, byla pfifazena jina diagnodza.
Reklasifikace téchto vzorkt byla shrnuta v kapitole 4.2.1.5. Glioblastomy a gliosarkomy
byly na mutace v genu IDHI naopak prevazné negativni. V pripadé diagnostikovanych
GBM se mutace vyskytla pouze u 11 ze 120 piipadi, konkrétné R132H (8,3 %) a R132G
(0,8 %). Vzhledem k tomu, ze mutace genu IDHI a diagnoza glioblastomu spolu podle
klasifikace WHO CNS5 2021 nekoresponduji, byly stejné jako vySe zminéné astrocytomy,
zahrnuty do reklasifikace v kapitole 4.2.1.5.
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Obr. 8: Procentudlni zastoupeni mutaci genu isocitratdehydrogenazy 1 (IDHI) - R132H, R132C, R132G a
R132S u jednotlivych typi gliomi (A II — astrocytom, grade II; AA TII — anaplasticky astrocytom, grade IIT;
AG II - astrocytom gemistocytarni, grade II; GBM — glioblastom; Gliosarkom; O II — oligodendrogliom, grade
II; AO III - anaplasticky oligodendrogliom, grade III).
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4.2.1.2 Mutacni analyza promotoru telomerazy reverzni transkriptazy

Detekce mutaci v promotoru genu TERT je dalSim vyznamnym molekularnim markerem
vyuzivanym k upfesnéni diagnozy, ktery zacal byt rutinn€ vySetfovan po zavedeni nové
klasifikace. Jak bylo zminéno v kapitole 4.1, z divodu zavedeni nové klasifikace glialnich
nadort, bylo provedeno retrospektivni dovySeteni mutaci promotoru genu TERT u vzorku,
které byly diagnostikovany pred zavedenim novych klasifikacnich zptisobti. Ze 182 pacientd
v souboru, bylo vySetieni stavu mutace promotoru genu TERT provedeno u 178 pacientu

s dostupnym vzorkem.

Témer u vSech nadorovych typa byla nalezena néktera ze dvou mutaci promotoru
TERT — C228T nebo C250T. Mutace v promotoru genu TERT byly nalezeny predev§im u
GBM, gliosarkomu a oligodendroglialnich nadort (O II, AO III) (Obr. 9). U astrocytarnich
nadort (A II, AA IIT a AG II) se mutace TERT, oproti normalnimu genotypu, vyskytovaly v
mens$im zastoupeni. Nékterou z bodovych mutaci promotoru TERT disponovalo celkové
121/178 tumord, z toho 92 vzorkt (> 75 %) bylo pozitivni na mutaci C228T a 29 (< 25 %)
na mutaci C250T.

100%

90%

80%

70%

60% I

Bwt
@C250T
OC228T

50%

40%

Procentualni zastoupeni

30%

20%

10%

0%

Obr. 9: Distribuce mutaci promotoru telomerazové reverzni transkriptazy (TERT) u jednotlivych typu gliomi
(A II — astrocytom, grade II; AA III — anaplasticky astrocytom, grade III; AG II — astrocytom gemistocytarni,
grade II; GBM - glioblastom; Gliosarkom; O II — oligodendrogliom, grade II; AO III — anaplasticky
oligodendrogliom, grade III).
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Dale byla testovana souvislost mezi mutacemi Vv promotoru genu TERT,

chromozomovou kodeleci 1p/19q a IDH genotypem (Obr. 10). Chromozomova kodelece
ramen 1p/19q, byla nalezena ve 20 vzorcich. U 14/20 (70,0 %) byla také pfitomna mutace
promotoru genu TERT. Nasledné byla analyzovana souvislost mezi mutaci promotoru TERT
a IDH genotypem. Celkem 126 pacientli nemé€lo zadnou z mutaci genu IDH avsak 85,0 %

(107/126) vzorku bylo pozitivnich na mutaci promotoru genu TERT.

TERT

Obr. 10: Venniiv diagram znazorfujici vztahy mezi mutacemi promotoru telomerazové reverzni transkriptazy
(TERT), genem isocitratdehydrogenazy (IDH) a kodeleci chromozomovych ramen 1p/19q.
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4.2.1.3 Metylaéni analyza promotoru O%-methylguanin-DNA -methyltransferasy

Analyza promotoru genu MGMT byla provedena pomoci N-MSP u 178 vzorkt z celého

souboru. Celkem bylo 134 vzorkd pozitivnich na metylaci v promotoru MGMT.

Jak bylo popsano v kapitole 3.7.1 znalost metyla¢niho statusu promotoru genu
MGMT je podstatna predevsim u glioblastomu. Pacienti s GBM byli na metylaci promotoru
pozitivni v 73,9 % (88/119) (Obr. 11). Lze predpokladat, ze toto procento pacienti mélo
v minulosti lepsi odpoveéd’ na 1écbu alkylacnimi cytostatiky, nez zbylych 26,1 % (31/119) u

kterych nebyla metylace potvrzena.
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Obr. 11: Graf znazorujici procentualni zastoupeni nadorti s metylovanym a nemetylovanym fenotypem mezi
jednotlivymi typy gliomt (A II — astrocytom, grade II; AA TII — anaplasticky astrocytom, grade III; AG II —
astrocytom gemistocytarni, grade II; GBM — glioblastom; Gliosarkom; O II — oligodendrogliom, grade II; AO
IIT - anaplasticky oligodendrogliom, grade III).
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V predchozi Casti zabyvajici se mutacni analyzou genu IDH bylo v kapitole 4.2.1.1 uvedeno,
ze mutace v genu IDHI byla nalezena u 53 vzorkt v souboru. Celkem 88,7 % (47/53)
pacienti u kterych byla nalezena mutace v genu IDHI mélo soucasné pozitivni nalez pfi
analyze metylace promotoru genu MGMT (Obr. 12). Pouze 6 pacientti s mutaci v genu IDH
nebylo na metylaci pozitivni. Pomoci chi-kvadrat testu (y?) byla prokazéana statisticky
vyznamna souvislost mezi mutacemi v genu IDHI a metylaci promotoru MGMT (p =
0,0048). Soucasné u vzorkl, které mutace v genu IDHI nevykazovaly, byla metylace

promotoru genu MGMT nalezena u 69,6 % (87/125).

1DH1 —muy

Obr. 12: Grafické zniazornéni vztahu mezi mutacemi genu isocitratdehydrogendzy 1 (IDHI) a metylaci
promotoru O%-methylguanin-DNA-methyltransferasy (MGMT).
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4.2.1.4 Analyza cytogenetickych aberaci

Statistické zpracovani bylo provedeno i u cytogenetickych aberaci vSech analyzovanych
vzorktl v souboru (Obr. 13). Amplifikace genu EGFR byla potvrzena u 33,1 % (58/175),
polyzomie chromozomu 7 u 62,9 % (110/175), monozomie chromozomu 10 u 58,3 %
(102/175), delece genu PTEN u 15,4 % (27/175), polyzomie chromozomu 10 u 24,6 %
(43/175), polyzomie chromozomu 1 u 43,1 % (75/174), polyzomie chromozomu 19 u 56,0
% (98/175) a kodelece chromozomovych ramen 1p/19q byla nalezena u 11,6 % (20/173)
pacientskych vzorki (Obr. 13; Tab. 9). Byl zkouman i zisk nadbytecnych kopii chromozomu
7 a soucCasna ztrata chromozomu 10 [+7/-10]. Tento trend byl nalezen u 36,4 % (43/118)
GBM, 66,7 % (2/3) gliosarkomu, 11,1 % (1/9) AO Il a u 9,1 % (2/22) AA III. SoucCasné
bylo pozorovano, ze AO III, ktery vykazoval v jednom pfipad¢ status [+7/-10] byl negativni
na mutace v genu IDHI. To znamena, ze by podle aktualni klasifikace nebyl hodnocen jako
oligodendrogliom, nybrz jako Glioblastom, IDH-wildtype a mutacni status [+7/-10] by
korespondoval se spravnou diagndzou. Stejné je tomu i u jednoho z AA 111, ktery stejné jako
AO III nevykazoval mutace v genu /IDHI a byl by hodnocen jako Glioblastom, IDH-
wildtype. Na druhou stranu [+7/-10] vykazovaly i dva GBM, které soucasn¢ byly pozitivni
na nekterou z mutaci v genu IDHI. Tyto poznatky umoznily reklasifikovat soubor gliomu

(kapitola 4.2.1.5).
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Obr. 13: Pichled detekovanych genetickych aberaci (A-H) a jejich procentualni zastoupeni u jednotlivych typu
gliomu (A II — astrocytom, grade II; AA TII — anaplasticky astrocytom, grade III; AG II — astrocytom
gemistocytdrni, grade II; GBM — glioblastom; Gliosarkom; O II — oligodendrogliom, grade II; AO III —
anaplasticky oligodendrogliom, grade III).
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Kromé¢ genetickych aberaci uvedenych vyse, byly u nékterych vzorka detekovany i alelické
ztraty 1p36 a 19q13. Ztrata chromozomového lokusu 1p36 byla potvrzena u 10,1 % (18/178)
analyzovanych vzorkd. Ke ztratam doslo konkrétné u 4,3 % (1/23) AA Il a u 13,3 %
(16/120) GBM. Ztrata alely 19q13 byla taktéz potvrzena u 10,1 % (18/178) vsech gliomu.
Delece byla potvrzena u 6,7 % (1/15) A 11, 25,0 % (1/4) AG 11 a 13,3 % (16/120) GBM.

U vzorkt odebranych v roce 2022 byla provedena analyza bialelické delece genu
CDKNZ2A. Nalez byl pozitivni u 25,0 % (4/16) gliomq, u nichz byla analyza provedena.
Delece byla pozorovanau 33,3 % (1/3) A1l a 23,1 % (3/13) GBM.
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Tab. 9: Molekularné genetické aberace napii¢ studovanym souborem pacienti (n = 182) a jejich procentualni zastoupeni u jednotlivych nadorovych typu.

Molekuliarné-genetické aberace

Mutace

Methylace

Histologicka diagnéza n Mutace promotoru  promotoru EGFR Polyzomie =~ Monozomie  Delece  Polyzomie  Polyzomie  Polyzomie Kodelece
IDHI TERT MGMT amplifikace 7 10 PTEN 10 1 19 1p/19q
415
) 13/15 315 11/15 215 11/15 215 1115 11/15 10715 115
Astrocytom, IDH-mutovany 15 ®866%)  (200%  (133%) (133 %) (73,3 %) (133 %) (%257 TB33%)  (T33%) (667 %) 67 %)
Anaplasticky astrocytom, o 14124 8/24 20124 422 16/22 6/22 (73/ lzfg 13/22 13/22 1522 221
IDH-mutovany (G83%)  (33%) (833 %) (182 %) (72,7 %) 273 %) 2 (591%)  (591%)  (682%) 9.5 %)
Gemistocytarni astrocytom, 4 4/4 0/4 3/4 0/4 4/4 0/4 0/4 3/4 3/4 3/4 0/4
IDH-mutovany (100 %) 0,0 %) (75.0 %) 0.0 %) (100,0 %) 00%  ©00% (150%  (150%)  (15.0%) 0.0 %)
Oligodendrogliom, A 44 24 44 0/4 24 0/4 0/4 1/4 24 1/4 44
IDH-mutovany s kodeleci 1p/19q 100%)  (500%)  (100,0 %) 0.0 %) (50,0 %) 00%  00%) (250%)  (500%)  (250%) (100.0 %)
Anaplasticky oligodendrogliom, 0 79 709 8/9 09 79 1/9 (11{9 ) 39 39 29 8/9
IDH-mutovany s kodeleci 1p/19q T78%)  (T7.8%) (889 %) 0.0 %) (77,8 %) A1,1 %) ’ G33%)  (3B33%  (Q22%) (88.9 %)
)
11/120 98/119 88/119 52118 67/118 91/118 e IR UYL 420117 65/118 5117
Glioblastom, IDH-wildtype 123 w2 ®23%) (T34 %) 44,1 %) (56,8 %) (77,1 %) (}7;9 102%)  (359%) (551 %) 43 %)
Gliosarkom 5 03 33 03 03 33 3 (31?3 03 13 23 03
©00%  (1000%)  (0,0%) 0.0 %) (100,0 %) (66.7 %) ) 0.0 %) G33%) (667 %) 0.0 %)
27175
Celkem S 121/178 134/178 58/175 110/175 102/175 sy s 75/174 98/175 20173
296%)  (680%) (753 %) (33,1 %) (62,9 %) (583 %) ; Q46%)  @31%  (560%) (1,6 %)

%)
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4.2.1.5 Reklasifikace gliomi podle WHO CNSS5 2021

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.2.1, vzorky v této analyze byly diagnostikovany pomoci
dvou ruznych klasifikaCnich doporu¢eni. Material (113/182) odebrany mezi lety 2018 —
2022 byl hodnocen podle doporucenich vydanych WHO v roce 2016 (WHO 2016 CNS) a
zbylé vzorky (69/182) byly klasifikovany podle aktualni Klasifikace nadord CNS vydané
WHO v roce 2021 (WHO CNS5 2021). Podle platnych diagnostickych kritérii uvedenych
ve WHO CNS5 2021 byla provedena reklasifikace vzorku, které byly diagnostikovany pred

zavedenim nové klasifikace.

Zasadnim prvkem umoznujicim reklasifikaci dfive diagnostikovanych gliomd, je
v soucasné dobé znalost mutacniho statusu genu IDHI/2. Veskeré vzorky pozitivni na
mutaci v genu /DH byly hodnoceny jako potencialni Astrocytomy, IDH-mutant. Aby mohl
byt vzorek hodnocen jako Astrocytom, IDH-mutant musel byt pozitivni na mutaci /DH a
zaroven negativni na chromozomovou kodeleci ramen 1p/19q. Zastoupeni vzorku spliiujici
tyto podminky bylo 20,3 % (36/173) z celého souboru pacient, u kterych mohla byt
reklasifikace provedena. Zbylé vzorky pozitivni na mutaci v genu /IDH musely souasné
vykazovat chromozomovou kodeleci ramen 1p/19q, aby mohly byt hodnoceny jako
Oligodendrogliomy, IDH-mutant s kodeleci 1p/19q. Reklasifikace gliomu, jako
oligodendrogliom, byla podpofena v pfipadé, Ze vzorek s diive zminénymi dvéma mutacemi
vykazoval soucasné pozitivni mutaci v promotoru genu TERT. V celém souboru bylo

nalezeno 15 oligodendrogliomu, které odpovidaly 8,7 % z celku.

Poslednim difuznim gliomem dospélého typu byl Glioblastom, IDH-wildtype. Pro
diagnostiku vzorku, jako Glioblastom, IDH-wildtype muselo byt splnéno hned nekolik
podminek. Vzorek musel byt negativni na mutace v genu /IDH /2 a musel vykazovat alespon
jednu z nasledujicich mutaci: amplifikace EGFR, mutace promotoru TERT nebo numerické
alterace chromozomt 7 a 10 [+7/-10]. Mnozstvi vzorka splijici kritéria bylo 70,5 %

(122/173) z celého souboru.

U 9 vzorkll nebylo mozné gliom spravné diagnostikovat. Tyto vzorky nespliiovaly
kritéria pro zafazeni k nékterému ze tfi nadorovych typd. Jednalo se prevazné o
nereprezentativni vzorky, nebo nebyla nalezena zadna z pfidruzenych mutaci, ktera by
podpotila jejich diagnézu. Porovnani mezi obéma klasifika¢nimi systémy, a nasim souborem

pacientd, je zobrazeno na Obrazku 14.

48
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OGlioblastom, IDH-wt. O Astrocytom, IDH-mut.
OGBM DAAI @AIl mAOI mAGII mOIl mGliosarkom B Oligodendrogliom, IDH-mut. mNelze klasifikovat

Obr. 14: Porovnani analyzované¢ho souboru klasifikovaného dle WHO 2016 CNS (A) a stejného souboru
reklasifikovaného dle WHO CNS 2021 (B); A II — astrocytom, grade II; AA III — anaplasticky astrocytom,
grade III; AG II - astrocytom gemistocytarni, grade II; GBM - glioblastom; Gliosarkom; O II —
oligodendrogliom, grade II; AO III — anaplasticky oligodendrogliom, grade III.

Nejvyznamnéjsi reklasifikace prob€hla zejména u AA III, kdy bylo 8/24 vzorku
reklasifikovano na Glioblastom, IDH-wildtype. Jako Glioblastom, IDH-wildtype byly
reklasifikovany 1 2/9 AO III a 2/15 A II. Soucasné doslo 1 k reklasifikaci nékterych GBM
(9/126) a nekterych AO III (2/9) na Astrocytom, IDH-wildtype. Diky znalosti mutac¢niho
statusu genu IDH a kodelece chromozomovych ramen 1p/19q bylo mozné reklasifikovat
nékteré vzorky na Oligodendrogliom, IDH-mutant s kodeleci 1p/19q. K této zméné doslo u
1/15 A 11, 2/24 AA 1T a 1/126 GBM.
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S DISKUSE

V predkladané praci byl analyzovan soubor o 182 pacientech, kterym byl diagnostikovan
difuzni gliom dospélého typu. Nejcastéji zastoupenym gliomem v souboru byl glioblastom,
ktery predstavoval 67,6 % (123/182) ze vSech difuznich gliomt. Ze statistické zpravy
CTBRUS (Centralni registr mozkovych nadort Spojenych stati z anglického Central Brain
Tumor Registry of the United States) taktéz vyplyva, ze mezi gliomy diagnostikovanymi
mezi lety 2015 — 2019, byl nejcastéji zastoupenym gliomem pravé GBM (59,2%). Souasné
uvadi, ze astrocytarni nadory, vCetné GBM, v téchto letech predstavovaly 78 % vsech
gliomtl zahrnutych v analyze. NaSe data taktéz naznacuji, ze Cetnost astrocytarnich tumort,
vcetné GBM, prevazovala nad oligodendroglialnimi nadory (92,9 %). Co se tyCe zastoupeni
jednotlivych pohlavi v souboru, i zde byla nalezena shoda se statistickou zpravou CTBRUS,
kde bylo uvedeno vétsi zastoupeni u muzi oproti Zenam, stejné tak, jako v kohorté nasich

pacientd (muzi - 56,6 %; Zeny - 43,4 %) (Ostrom et al., 2022).

Dale bylo hodnoceno zastoupeni jednotlivych genovych variant u vSech typu gliomu.
Mutace v genu IDH vykazoval pouze gen IDHI v kodonu 132 a frekvence téchto mutaci
byla nejvyssi u astrocytarnich a oligodendroglalnich tumord, coz koresponduje se studii
Balsee et al. z roku 2008, kde bylo navic uvedeno, ze ve vétsing pripadd doslo k zaméné
argininu za histidin v poloze 132 (R132H). Stejné tak i v nasem souboru byla mutace R132H
nejvice zastoupenou (77,4 %) a zbylé typy se objevovaly pouze ziidka. SouCasné nebyl
pozorovan zadny trend mezi konkrétnimi mutacemi v genu IDH] a ur€itym typem gliomu
(Balss et al., 2008). Na zakladé analyzy Parsonse et al. byla zkouména souvislost mezi
veékem pacientll a mutacnim statusem genu IDH1. Stejné€ jako ve zminéné studii, i kohorta
naSich pacientd vykazovala vyznamnou souvislost mezi mladsi vékem a mutacemi v genu

IDH1I (Parsons et al., 2008).

Mutaéni analyzou promotoru genu TERT byl nejen doplnén soubor o dulezity
diagnosticky marker, ale byla také zhodnocena Cetnost variant pro jednotlivé histologické
typy. Mutace promotoru genu TERT byly nejCastéji zastoupeny u oligodendroglialnich
nadort (O II, AO III), GBM a gliosarkomu. Tento vysledek byl identicky popsan v jinych
studiich (Arita et al., 2013; Killela et al., 2014; Yuan et al., 2016). Ve studii Arita et. al byla
pozorovana silna souvislost mezi mutacemi v genu TERT a kodeleci chromozomovych
ramen 1p/19q. Souc€asné byla ve studii diskutovana i souvislost mezi mutacemi v promotoru
genu TERT a nemutovanym statusem genu IDH bez kodelece 1p/19q, ktera byla popsana,
jako dulezita pro vyvoj GBM a oligodendroglialnich nadort (Arita et al., 2013). Souvislosti
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mezi mutacemi promotoru genu TERT, genem IDH a kodeleci 1p/19q byly nalezeny i v této
kohorté pacientskych vzorkt. Dale byly téz pozorovany frekvence vyskytu jednotlivych
mutaci promotoru genu TERT, kdy mutace C228T pievazovaly nad vyskytem mutaci C250T
(Arita et al., 2013; Mosrati et al., 2015).

Vzhledem k nedostupnosti detailnich informaci, ohledné doby preziti jednotlivych
pacienti a zpusobu jejich 1écby, nelze hodnotit miru pieziti v zavislosti na metylacnim
statusu promotoru genu MGMT. Muzeme se pouze domnivat, ze pacienti s GBM, jez
vykazovali metylacni status promotoru genu MGMT, disponovali lepsim celkovym pfezitim
a odpovédi na 1écbu, oproti pacientim, u kterych nebyla metylace promotoru nalezena.
(Gilbert et al., 2013). V jinych studiich byla diskutovana i prognosticka uziteCnost
metylacniho statusu promotoru genu MGMT v zavislosti na typu adjuvantni 1é¢by. Touto
otazkou se zabyvali Olson et al. ve své metaanalyze. Dosli k zavéru, Ze epigenetické umlceni
genu MGMT ma nejvétsi prinos pii 1écbé chemoterapeutiky, stiedni pfinos pii 1écbe

radioterapii a zadny pfinos u pacientl jimz byl nador pouze odstranén (Olson et al., 2011).

V casti zabyvajici se analyzou cytogenetickych aberaci v souboru, bylo pozorovano
zastoupeni jednotlivych aberaci v zavislosti na nadorovych typech. Podobng, jako ve studii
Smitha et al. byly nalezeny zmény v genu EGFR zejména u GBM a v menSim zastoupenti 1
u AA III. Smith et al. souCasné€ popisuje, ze zmény v genu PTEN byly méné Casté u AA III
oproti GBM. To se ovSem v této analyze nepotvrdilo, a byl pozorovan opacny vysledek
(Smith et al., 2001). Zmény poctu kopii chromozomu 7 a 10 [+7/-10] byly nalezeny zejména
u GBM. Monozomie chromozomu 10 je popisovana, jako nejCastéjsi geneticka alterace
GBM (60 — 80 %) (Ohgaki, 2005) a i v nasem souboru byla nalezena u 77 % GBM a 67 %
gliosarkomll. Popsana byla také bialelicka delece genu CDKN2A, ktera byla v roce 2021
nové zarazena do Klasifikace nadort centralni nervové soustavy vydané WHO, jako
nezavisly prediktor negativni prognézy. OvSem laboratorné byla vysetfovana az od roku
2022 (Huang, 2022), proto je v naSem souboru na alterace genu CDKN2A vySetfeno pouze
malé procento vzorkd. Vzhledem k tomu, Ze zmény vykazovalo velmi malé mnozstvi vzorka

nebylo mozné zhodnotit jejich prevalenci v celém souboru.

Nova klasifikace nadort predstavuje n€kolik vyhod pro stanoveni prognozy a
predikce u pacientd s gliomem. Na zakladé molekularnich ryst nadoru, dokaze novy systém
1épe predpovédét celkové preziti pacientd a prizpusobit jim konkrétni cilenou 1écbu.
V budoucnu by bylo vhodné doplnit analyzovanou kohortu pacienti o vySetfeni na
pfitomnost bialelické delece genu CDKN2A. Vzhledem ktomu, Ze se jednd o jeden

z nejdulezitéjSich biomarkerti, zejména v urCovani histologickych stupnit malignity u
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Astrocytomt, IDH-mutant, by znalost pfipadné alterace tohoto genu vedla k doplnéni
reklasifikace a ke zlepSené stratifikaci pacientti. Doplnéna reklasifikace by teoreticky mohla
byt vyuzita k pfipadnému piehodnoceni cilené 1écby u konkrétnich pacientti zahrnutych

v analyze.

52



6 ZAVER

V ramci bakalafské pace, ktera se zabyvala somatickymi genovymi mutacemi a vybranymi
cytogenetickymi zménami, byla provedena literarni reSerSe shrnujici hlavni molekularné-
genetické aberace pro konkrétni nadory spadajici do rodiny difuznich gliomt dospélého

typu.

Soucasné byl sestaven soubor pacientd, jimz byl mezi lety (2018 — 2022)
diagnostikovan difuzni gliom, a to véetné jejich molekularné-patologickych charakteristik.
Celkem bylo do analyzy zatazeno 182 pacienti. U 74 pacienti bylo doplnéno vySetieni

mutacniho statusu promotoru genu TERT pomoci metody SNaPshot assay.

V praci byly zhodnoceny nejdulezitéjsi rutinné vysetfované somatické mutace a
cytogenetické alterace vySetiovanych chromozomu u gliomu. Pro vSechny typy gliomi byly
vypocteny frekvence vyskytu jednotlivych zmén a byly analyzovany jejich vzajemné vztahy.
Byla zjisténa souvislost mezi vékem pacienti a mutacemi v genu IDH]I, korelace mezi
metylacemi promotoru genu MGMT a mutacemi v genu IDHI nebo vztah mezi mutacemi
v promotoru genu TERT a kodelecemi chromozomovych ramen 1p/19q ¢ mutacemi

v promotoru genu TERT a standardnim genotypem /DH.

Na zaklad€ znalosti genetickych zmeén u jednotlivych typt gliomi, byla provedena
reklasifikace vSech vzorka, dle Klasifikace nadort CNS z roku 2021 vydané WHO (WHO
CNS5 2021). Povedlo se tak stratifikovat pacienty do ptislusnych skupin podle molekularné-
genetického profilu. Zarovenl bylo porovnano i rozlozeni sledované kohorty pied a po
provedeni reklasifikace. Nova klasifikace umoziuje presnéji odhadnout prognézu pacientt
s gliomy a predikovat jejich odpoveéd’ na cilenou terapii. Pispiva tak ke zlepSeni 1éCebnych

vysledku a kvality zivota pacient s gliomy.
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