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1. Teoretická část  

1.1. Gliální nádory (gliomy)  

 

Gliální nádory jsou nejčastější primární nádory mozku u dospělých vykazující vysokou malignitu a 

agresivitu.  Ačkoli jsou relativně vzácné, jsou charakterizovány vysokou mortalitou a morbiditou. Tyto 

nádory jsou odvozeny z neurogliálních buněk nebo jejich progenitorů1. Incidence gliomů se 

v jednotlivých studiích různí v závislosti na histologickém subtypu, věku v době diagnózy, pohlaví, rase 

i na geografické poloze2. Incidence tohoto onemocnění je graficky zobrazena v Obrázku 1, celosvětově 

je přibližně 5 diagnostikovaných na 100 000 obyvatel a všeobecně se gliomy častěji vyskytují u mužů 

než u žen3. Napříč všemi nádory mozku, tvoří gliální nádory 60 % těchto nádorů4. V České republice 

byla incidence v roce 2018 rovna osmi případům a mortalita rovna hodnotě přes šest úmrtní na 

100 000 obyvatel, kdy tato čísla mají od roku 1977 vzrůstající charakter5. Bohužel nejčastějším 

podtypem primárního nádoru mozku je glioblastom gradu IV a i přes maximální radikalitu léčby je 

spojován se špatnou prognózou a přežitím zřídka kdy přesahujícím 2 roky6. Naproti tomu low grade 

gliomy se řadí mezi benigní nádory s relativně dobrou prognózou.   

 

 

 
Obrázek 1: Celosvětová incidence nádorů CNS v přepočtu na 100 000 obyvatel. Převzato z originálu3. 

 

Díky pokroku molekulární medicíny byla na základě rozvoje sekvenování a genomických studií 

vytipovány markery napříč širokým spektrem nádorových onemocnění. Mezi prvními biomarkery 

v oblasti gliálních nádorů byly nalezeny metylace pro O6-methylguanin-DNA-methyltransferázu 

(MGMT), mutace genu pro isocitrát dehydrogenázu 1/2 (IDH1/2), kodelece chromozomálních oblastí 

1p/19q a amplifikace genu pro receptor epidermálního růstového faktoru 1 (EGFR1)7–11. V roce 2016 

vyšla aktualizace Světové zdravotnické organizace týkající se klasifikace gliálních nádorů a do 

charakterizačního algoritmu a terminologie byly zapojeny další významné molekulární markery12.  
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Před aktualizací z roku 2016, byl klasifikační systém založen pouze na faktorech pozorovaných 

mikroskopem. I přesto, že molekulárně genetické charakteristiky pouze doplňují již zavedené 

histologické definice, jedná se o značný posun ve vnímání tohoto nádorového onemocnění a kombinací 

dostupných informací lze přesněji specifikovat prognózu i predikovat odpověď na léčbu. Obrázek 2 

ilustruje posun v diagnóze difuzních a oligodendrogliálních nádorů spolu s jeho vlivem na délku doby 

přežití dle doporučených změn z WHO 2007 na WHO 2016.  

 

 

 

 

Obrázek 2: Míra přežití a distribuce jednotlivých difuzních nádorů dle doporučení WHO 2007 a aktualizace těchto 

dat dle WHO 2016. Převzato z originálu13. 

GBM – glioblastom, GBMO – glioblastom s oligodendrogliální komponentou, O – oligodendrogliom, A – 

astrocytom, AA – anaplastický astrocytom, AOA – anaplastický oligoastrocytom, AO – anaplastický 

oligodendrogliom.

                     2007                                                              2016 
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1.2. Diagnostika a standardní terapie gliálních nádorů 

 

Příznaky gliálního onemocnění mohou být pozorovatelné pouze týdny od diagnózy nebo dokonce i 

roky.  Pacient může pociťovat nespecifické symptomy (epileptické záchvaty, bolest hlavy, únava, 

kognitivní poruchy), což je dané dynamikou růstu jednotlivých druhů nádorů14. V první řadě je pacient 

podroben vyšetření k rozlišení primárního nádoru od metastáz v mozku, zjištění možných 

kontraindikací neurochirurgického zákroku a také neurologickému vyšetření15. Preoperační 

diagnostika zahrnuje zejména využití technik zobrazovacích metod.  

 

1.2.1. Zobrazovací metody 

 

V současnosti se při suspekci na nádor mozku nejčastěji využívá počítačová tomografie (CT), která má 

schopnost odhalit nádor, avšak její použití se doporučuje pouze při prvních akutních příznacích. 

Základní zobrazovací technikou v neurologii a neurochirurgii je morfologická magnetická rezonance 

(MRI). Tato technika je schopna poskytnout detailní náhled do mozku, míchy, cév a to ve třech 

rovinách. S pomocí kontrastních látek lze předběžně stanovit i přesnější diagnózu, kdy dochází ke 

specifickému sycení kontrastní látky v místě nádoru. Kromě těchto informací, poskytuje vyšetření i 

další nálezy jakými jsou vaskularizace, kalcifikace, nekrózy aj. Pro preoperační vyšetření lze dále využít 

funkční magnetickou rezonanci (fMRI), která umožňuje zobrazení aktivních oblastí mozku na základě 

sledování změn oxygenace krve16.  

 

Další hojně využívanou zobrazovací technikou je pozitronová emisní tomografie (PET), kdy je hlavní 

výhodou umožnění zobrazení fyziologických a patologických procesů probíhajících v organizmu za 

použití aminokyselin značených radionuklidy. Často je tato metoda kombinována s rentgenovou 

výpočetní tomografií označovanou jako PET-CT17. 

 

1.2.2. Resekce nádoru 

  

Před samotnou resekcí nádoru dochází nejčastěji ke stereotaktické biopsii, kdy je odebrán histologický 

vzorek pro zpřesnění diagnózy. Tato metoda je charakterizována nízkým rizikem morbidity a vysokou 

mírou přesnosti18. 

 

U glioblastomu jakožto gliomu s nejvyšší incidencí a mediánem doby přežití pouze okolo 15 měsíců, je 

přistupováno vždy k maximálnímu možnému odstranění tohoto nádoru. Gliální nádory gradu II a III 

časem progredují, je tedy nasnadě využití maximální možné léčebné terapie založené na resekci 

nádoru i v těchto případech.  

 

Bohužel jak už název skupiny naznačuje, jedná se o difuzní nádory s možnými diseminačními lézemi 

vyskytujícími se dokonce až v protější hemisféře19. Je dokázáno, že při odstranění více jak 98 % 

glioblastomu, dochází ke značnému prodloužení života pacienta20,21. Tento efekt je zdokumentován i u 

low grade tumorů, kdy pacienti mají benefit z oddálení anaplastické transformace a je tak dosaženo 

prodloužení celkového přežití22. Důkazem tohoto efektu je prodloužení doby přežití bez progrese a 
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celkového přežití. Měřítkem outcome pacienta může být i rozsah resekce, čímž se uvažuje přímá úměra 

mezi zbytkovým objemem nádoru a délkou přežití pacienta20.  

 

Maximální míra resekce nádoru je prakticky odvozena od možností rozlišení zobrazovacích metod. 

Avšak i přes použití metod jako je FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) zobrazování, 

ultrazvukově vedené resekce a použití 5-aminolevulenové kyseliny kumulující se v nádorových 

buňkách, nedošlo ke zlepšení celkového přežití ani přežití bez progrese23. Na druhé straně, studie 

zaměřené na tzv. supratotální resekci u low grade gliomů prokázaly, že agresivní resekce s kontrolou 

funkčních částí mozku pomocí elektrostimulace prodloužilo celkového přežití i přežití bez progrese24–

26. U supratotální resekce se však musí počítat s rizikem ztráty neurologických a motorických funkcí, 

jazykové dysfunkce a zhoršením kognitivních funkcí27. 

 

1.2.3. Standardní terapie 

 

U high grade gliomů se přistupuje po resekci k adjuvantní radioterapii, kdy se cílí na diseminované 

buňky zbytkového nádoru. Nejedná se však o léčbu jako takovou, efektem je zlepšení přežití 

v porovnání se samotnou resekcí nebo jen se samotným ozařováním28. V současné době se jedná o 

standardní léčebný režim v doporučených dávkách 50 – 60 Gy zahrnující lem v šíři 2 cm okolo lokalizace 

nádoru. Důvodem rozšíření oblasti ozařování je zdokumentovaná vysoká pravděpodobnost rekurence 

nádoru čítající až 90 %29. Nejvhodnější dávka 60 Gy bývá nejčastěji rozdělena po 2 Gy do 30 dávek30. U 

low grade gliomů není efekt radioterapie natolik markantní.  Efekt ranné radioterapie následované po 

resekci zlepšuje u low grade gliomů přežití bez nemoci/přežití bez progrese, avšak nebyl prokázán efekt 

na celkové přežití pacientů31.   

 

Počátky chemoterapie používané v léčbě gliomů se datují okolo 70. let 20. století, kdy byly první 

klinické testy prováděny s nitrosureou, přesněji carmustinem a semustinem, kdy v kombinaci 

s radioterapií měli benefit především pacienti s anaplastickým astrocytomem32.  V roce 1999 byl FDA 

(Federal Drug Administration) schválen temozolomid jakožto alkylační činidlo. Ten byl nejdříve 

indikován u rekurentního glioblastomu a později i určen pro léčbu primárního glioblastomu. 

V současné době je zahrnut do standardního léčebného režimu u nově diagnostikovaných maligních 

gliomů hlavně díky tzv. Stuppovu režimu33. Tento režim spočívá v pooperační konkomitantní 

chemoradioterapii temozolomidem následovaný podáním adjuvantní chemoterapie v délce šesti 

měsíců (Obrázek 3). Relativní riziko smrti u maligních gliomů se tímto režimem snižuje o 37 % a 

dvouleté přežití bylo u těchto pacientů zlepšeno o 16 % v porovnání s pacienty léčenými pouze 

radioterapií. Navíc dochází k redukci vedlejších účinků a pacienti tuto léčbu lépe tolerují v porovnání s 

jinými chemoterapeutickými režimy.  
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Obrázek 3: Schéma Stuppova protokolu založeného na konkomitantní chemoradioterapii33. 

 

Co se týče low grade gliomů a léčby chemoradioterapií, není tato oblast úplně jednoznačná. Léčba by 

měla být rozhodována na základě prognostických faktorů jako jsou věk, neurologické deficity, 

astrocytární původ, molekulární status, rychlost růstu nádoru a patologický neurokognitivní status34.  

Doporučovaná léčba low grade gliomů pomocí chemoradioterapie je založena na kombinaci 

procarbazinu, lomustinu a vincristinu, avšak klinická praxe často využívá léčby pomocí temodalu34,35. 

 

Existují však případy, kdy pacienti nemohou být vzhledem ke svému stavu léčeni standardní 

terapeutickou cestou. Jedná se většinou o pacienty s vysokým počtem komorbidit, velkými lézemi, 

rychlým zhoršení stavu odpovídajícímu glioblastomu s velmi špatnou prognózou. U těchto pacientů se 

nedoporučuje ani biopsie pro získání vzorku gliomu a přistupuje se přímo k paliativní léčbě.    

 

1.2.4. Experimentální terapie  
 

Stuppův proktokol chemoradioterapeutického režimu spojený s resekcí měl průlomový dopad na léčbu 

maligních gliálních nádorů. Bohužel se jedná o jeden z mála experimentálních přístupů se slibnými 

výsledky, který byl nakonec zapojen do standardního léčebného režimu. Problémem administrace 

chemoterapeutik je hematoencefalická bariéra, která limituje přístup léčiv přímo k nádorovým 

buňkám. Temozolomid je právě jedním z mála látek, které tuto bariéru úspěšně prostupují.  

 

Léčba jednoho z nejzákeřnějších nádorových onemocnění je stále výzvou. Nové léčebné režimy proto 

hledají směry, jakými tento nádor inovativně léčit jsou následující: cílený přenos terapeutik do míst 

nádorových buněk, strategie jak terapeutikum přenést skrz hematoencefalickou bariéru, inovativní 

radioterapií se selekcí pouze na nádorové buňky, techniky na lokální rozrušení nádoru, inhibitory růstu 

nádoru, imunoterapie a buněčná/genová terapie. V současné době jsou prováděny experimentální 

studie (Tabulka 1) zaměřené na pokročilé terapeutické přístupy u glioblastomu, které mají za cíl se 

selektivně zaměřit pouze na nádorové buňky a nepoškodit tak mozkovou tkáň36.  

 

Tabulka 1: Projekty experimentální léčby GBM, shrnuto podle36. 

inovace při administraci protinádorových léčiv inovace v radioterapii 

intraoperativní implantáty s PT pro rezidua nádoru terapie zachycenými boronovými neutrony 

magnetické kationtové mikrokuličky jako nosič brachyterapie: implantace zrnka emitujícího radiaci v nádoru  
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stereotaktické vložení mikrokuliček s PT zvýšení efektu radioterapie pomocí hyperbarického kyslíku 

mikrobublinky s lipidovou vrstvou jako nosič  radiooperace: zvýšení efektu ionizujícího záření 

strategie pro překonání hematoencefalické bariéry chemoterapeutická senzitizace 

intraarteriální chemoterapie hyperbarický kyslík 

přenos léčiv pomocí nanotechnologií fotodynamická terapie pro chemosenzitizaci 

inhibice nádorového růstu imunitní terapie 

blokace tyrozinkináz vakcinace nádory mozku 

telomerázová inhibice blokace imunitních checkpointů 

antiangiogenní terapie monoklonální protilátky 

intramuskulární podávání  radioaktivně značené Ag injektované přímo do nádoru 

systémové podávání thalidomidu rekombinantní IL-2 a lymfokinem aktivované NK buňky   

cílení drah epidermálního růstového faktoru rekombinantní imunotoxiny cílící na EGF 

lokální destrukce nádoru genová terapie 

geneticky modifikované bakterie způsobující lýzi NB apoptózu indukující FADD/MORTI genový přenos 

hypertermie deoxycytidin cDNA pro cytotoxický efekt cytosin arabinosidu 

injekce fúzního toxinu s interleukinem-4 intratumorální injekce geneticky modif. neurotrofických virů 

intraoperativní fotodynamická terapie gpt gen z E. coli pro senzitivizaci na látku 6-thioxantin 

onkolýze geneticky modifikovanými organizmy vložení genů způsobující senzitivitu na léčiva 

buněčná terapie "sebevražedná" genová terapie: tymidin kináza z HSV 

CAR-T buněčná terapie virové vektory obsahující radiaci inducibilní promotory 

enkapsulované buňky produkující PT genová suprese 

terapie gliomovými kmenovými buňkami antisense vlákno 

přeměna kmenových buněk (IL-4) s produkcí PT RNAi 
 

PT – protinádorová terapeutika; NB – nádorové buňky; Ag – protilátky; EGF – epidermální růstový faktor; IL-2 – 

interleukin-2; HSV – herpes simplex virus. 

 

1.2.5. Souhrn kapitoly 
 

Klasifikace nádorů CNS prošla změnami v roce 2016 a z tohoto důvodu byly upraveny i doporučení pro 

léčbu pacientů s gliomy reflektující vliv molekulárních markerů37. S ohledem na terapii byly shrnuty 

výsledky klinického výzkumu zahrnujícího různé léčebné modality resekce, radioterapie a systémové 

farmakoterapie.  

Léčba je všeobecně založena na základním rozdělení ne/přítomnosti mutace IDH a rozlišení dle 

histologie po biopsii nádoru, gradu, klinických faktorech jako je Karnofského skóre a věk, zbytková 

masa nádoru. Na základě těchto faktorů je rozhodnuto o léčbě následovanou kontrolami v rozmezí 2 

až 6 měsíců. Všeobecně se dá říci, že IDH mutované gliomy gradu 2 a 3 jsou léčeny kombinací 

radioterapie s PCV (prokarbazinu, lomustinu a vinkristinu) popřípadě chemoradioterapie 

s temozolomidem (Obrázek 4). V případě gradu u 4 je léčba založena na samotné radioterapii nebo 

chemoradioterapii temozolomidem (obrázek 5).  
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Obrázek 4: Klinický postup léčby IDH mutovaných difuzních gliomů u dospělých. Upraveno dle 37. 

PCV – prokarbazin, lomustin, vinkristin.  

 

 

Obrázek 5: Klinický postup léčby IDH wild type difuzních gliomů u dospělých. Upraveno dle 37. 

KS – Karnofského skóre, MGMT - O6-methylguanin-DNA-methyltransferáza. 
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1.3. Klasifikace gliomů 

Na základě potřeby sjednotit mezinárodně klasifikaci nádorů centrální nervové soustavy (CNS), bylo 

v roce 1979 vydáno první vydání Histologické typizace nádorů vydané Světovou zdravotnickou 

organizací (WHO) a na ni v následujících letech navázaly další tři edice a jedno doplnění z roku 2016.  

 

První edice z roku 1979 byla založena na pěti skupinách (0-IV) založených na prognóze bez ohledu na 

histologii a cytologii38.  V následných edicích už byly do klasifikace zahrnuty i klinickohistologické znaky 

a značení gradu jako I-IV, vaskulární proliferace, strukturální abnormality, mitózy a nekrózy. Postupný 

vývoj klasifikace reflektuje vývoj nových technologií v oblasti molekulární diagnostiky od světelné 

mikroskopie s imunohistochemií přes fluorescenční in situ hybridizaci až po sekvenování.  

 

1.3.1. Klasifikace gliomů dle WHO 2007 
 

Poslední kompletní klasifikace nádorů CNS byla uvedena v roce 2007 Světovou zdravotnickou 

organizací, která rozšířila seznam o další histologické varianty na základě různících se 

klinickopatologických charakteristik. Oproti předchozí edici byl kladen důraz na epidemiologii, klinické 

charakteristiky a symptomy, zobrazovací metody, prognostické a prediktivní faktory. Tato čtvrtá edice 

je založena na rozdělení gliálních nádorů dle histopatologických kritérií a gradu v rozmezí I až IV, které 

predikuje biologické chování nádoru. Grade I označuje nádory s nízkou proliferací a dobrou prognózou, 

naproti tomu gliální nádory gradu IV jsou maligní a pacienti s tímto typem nádoru mají krátkou dobou 

přežití. Všeobecně grade gliálních nádorů kombinuje predikci odpovědi na terapii a samotný outcome 

pacienta.  

 

1.3.2. Klasifikace gliomů s doplněním z roku 2016 
 

Poprvé za dobu vzniku mezinárodní klasifikace nádorů CNS byly využity molekulární parametry, které 

spolu s histologií pomohly lépe definovat jednotlivé nádory. Doplnění molekulární charakterizace do 

klasifikace jednoduše odráží pokrok v oblasti tumorigeneze, která se udála posledních dvacet let. 

Většina genetických změn byla známa už dříve, avšak se na ně pohlíželo pouze jako na prognostické a 

prediktivní markery v samotných podtypech, které byly do té doby definovány pouze histologicky. Až 

v roce 2016 došlo ke změně pohledu na tyto alterace a byly využity pro definování přesných podtypů 

(Tabulka 2). Spojením genotypizace a fenotypizace přineslo určitý stupeň objektivity do diagnostického 

postupu. Vznikají tak více homogenní skupiny s přesnější diagnózou, což vede k lepšímu managementu 

léčby, odpovědi na ni a zpřesnění samotné prognózy onemocnění.  

 

Hlavní změny z roku 2016 se týkají restrukturalizace s doplněním geneticky definovaných podskupin u 

difuzních gliomů, meduloblastomů a embryonálních nádorů, nového přístupu k rozlišení pediatrických 

nádorů, doplnění nových skupin podle molekulární charakterizace (glioblastom IDH wild 

type/mutovaný, epiteloidní glioblastom, ependymom s RELA fúzí, difúzní středočárový gliom H3K27M 

mutovaný) a dále došlo k odstranění již překonaných skupin (gliomatosis cerebri, protoplazmické a 

fibrilární astrocytomy, celulární ependymom aj.) 
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 Tabulka 2: Klasifikace, grade a kód morfologie dle WHO 2016. 

typ gliálního nádoru grade kód morfologie 

difúzní astrocytární a oligodendrogliální nádory     

difúzní astrocytom, IDH mutovaný II 9400/3 

gemistocytární astrocytom, IDH mutovaný II 9411/3 

difúzní astrocytom, IDH wildtype II 9400/3 

difúzní astrocytom, nespecifikovaný II 9400/3 

anaplastický astrocytom, IDH mutovaný III 9401/3 

anaplastický astrocytom, IDH wild type III 9401/3 

anaplastický astrocytom, nespecifikovaný III 9401/3 

glioblastom, IDH wild type IV 9440/3 

                      velkobuněčný glioblastom IV 9441/3 

gliosarkom IV 9442/3 

                      epiteloidní glioblastom  IV 9440/3 

glioblastom, IDH mutovaný IV 9445/3 

glioblastom, nespecifikovaný IV 9440/3 

difúzní středočárový gliom H3K27M mutovaný IV 9385/3 

oligodendrogliom, IDH mutovaný a 1p/19q kodeletovaný II 9450/3 

oligodendrogliom, nespecifikovaný II 9450/3 

anaplastický oligodendrogliom, IDH mutovaný a 1p/19q kodeletovaný II 9451/3 

anaplastický oligodendrogliom, nespecifikovaný III 9451/3 

oligoastrocytom, nespecifikovaný II 9382/3 

anaplastický oligoastrocytom, nespecifikovaný III 9382/3 

ostatní astrocytární nádory   

pilocytární astrocytom I 9421/1 

                   pilomyxoidní astrocytom I 9425/3 

subependymální velkobuněčný astrocytom I 9384/1 

pleomorfní xanthoastrocytom II 9424/3 

anaplastický pleomorfní xanthoastrocytom III 9424/3 

ependymální nádory   

subependymom I 9383/1 

myxopapilární ependymom I 9394/1 

ependymom II 9391/3 

papilární II 9393/3 

z jasných buněk II 9391/3 

tanycytický II 9391/3 

ependymom s RELA fúzí II nebo III 9396/3 

anaplastický ependymom III 9392/3 
 
   

1.3.2.1. Difúzní astrocytární a oligodendrogliální nádory 
 

Dle doplnění klasifikace nádorů CNS z roku 2016 došlo k seskupení difuzně infiltrujících nádorů na 

základě podobného růstového vzoru a chování, ale hlavním důvodem jsou společné driver mutace 

v genech pro IDH1 a IDH2. I z prognostického hlediska se jedná o skupinu nádorů se stejnými markery 
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a podobným směrem léčby, ať už standardní nebo cílené12. Inovativní algoritmus z roku 2016 vede od 

histologie přes molekulární parametry vedoucí k přesné diagnóze a je uveden na Obrázku 6. 

 

 

 
 

Obrázek 6: Zjednodušený algoritmus klasifikace difuzních gliomů založených na histologii a genetických znacích. 

Převzato z originálu12. 

 

Difúzní astrocytom 

Pro difúzní astrocytom je typický pomalý infiltrující růst, vysoká buněčnost, velký počet mitóz a jaderný 

polymorfizmus. Toto onemocnění postihuje dospělé ve středním věku (30-40 let), jeho prognóza je 

špatná z důvodu častého zvratu v maligní varianty jako je anaplastický astrocytom nebo glioblastom39.  

Klasifikace difuzního astrocytomu je doplněna o vyšetření na IDH mutace. Na základě tohoto vyšetření, 

které značně zpřesňuje prognózu jednotlivých skupin, se dělí na IDH mutovaný, IDH wild type a 

nespecifikovaný. Varianta difuzního astrocytomu IDH wild type je málo častá a poslední výzkumy tuto 

variantu označují spíše za velmi raný glioblastom40. 

 

Anaplastický astrocytom 

Anaplastický astrocytom je maligní, difuzně infiltrující primární nádor mozku vznikající neoplastickou 

transformací z astrocytárních buněk a často dochází k jeho progresi v nejmalignější typ gliálního 

nádoru, tedy glioblastom9,41. Histologicky je anaplastický astrocytom je morfologicky velmi 

heterogenní; společnými znaky je zvýšená buněčnost s vysokým podílem mitóz, jaderná atypie a 

přítomnost gliálních markerů bez nekróz a vaskulární proliferace42. Manifestace tohoto onemocnění je 

okolo 41 roku9, avšak IDH mutovaná varianta může postihovat pacienty i dříve43.  
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Dle WHO 2016 klasifikace se u tohoto typu nádoru nevyskytuje kodelece chromozomů 1p/19q.  

Rozdělení anaplastického astrocytomu je založeno na statusu IDH, který sebou nese různé klinické a 

prognostické charakteristiky. IDH mutovaný anaplastický astrocytom je spojován s lepší prognózou; 

IDH wild type s horší prognózou; a pokud není možné vyšetřit status IDH imunohistochemicky ani 

sekvenováním, je anaplastický astrocytom klasifikován jako nespecifikovaný12.  

 

Glioblastom 

Glioblastom je nejčastější a nejmalignější nádor mozku u dospělých. Histologicky je charakterizován 

špatnou diferenciací, jadernou atypií, vysokou mitotickou aktivitou, mikrovaskulární proliferací a 

obsahuje četné nekrózy. Nádor bývá lokalizován v mozkových hemisférách s epicentrem v bílé hmotě 

a může zasahovat až na povrch mozku. Jak již bylo výše uvedeno, glioblastomy vznikají u mladších 

pacientů z difúzních a anaplastických astrocytomů nižšího gradu, které označujeme jako sekundární, 

nebo vznikají de novo a jsou označovány jako primární.  

 

Pacienti s glioblastomem mají i přes maximální léčebný režim zahrnující resekci a chemoradioterapii 

velmi krátkou dobu přežití okolo 12-18 měsíců a pouze 5 % pacientů přežije 5 let. Toto onemocnění se 

nejčastěji vyskytuje mezi 45. a 70. rokem, s mediánem okolo 64. roku života.  

 

Klasifikace glioblastomů je opět dělena na základě statusu IDH, tedy na IDH mutované, IDH wild type a 

nespecifikované. V rámci IDH wild type glioblastomu, který čítá okolo 90 % všech glioblastomů, jsou 

dále vyčleněny tři skupiny: velkobuněčný glioblastom, gliosarkom a epiteloidní glioblastom, který byl 

do klasifikace uveden poprvé. 

 

Difúzní středočárový gliom H3K27M mutovaný 

Tento gliální nádor byl poprvé zaveden do klasifikace až v roce 2016 a reprezentuje většinu difúzních 

gliomů mozkového kmene. Jedná se o vzácný agresivní nádor se špatnou prognózou přítomný 

převážně u pediatrických pacientů a ve vzácných případech je nalézán i u dospělých.  Difúzní 

středočárový gliom je lokalizován v mozkovém kmeni, thalamu, míše a mozečku. Pod mikroskopem má 

podobné znaky jako glioblastom a z tohoto důvodu je pro potvrzení diagnózy vyžadováno molekulární 

testování na přítomnost mutace H3K27M, která je pro tento typ gliálního nádoru specifická12,44. 

 

Oligodendrogliom 

Oligodendrogliom je difuzně infiltrující diferencovaný gliální nádor čítající okolo 5 % všech glálních 

nádorů dospělých. Oligodendrogliom je dobře diferencovaný gliální nádor gradu II s výskytem 

v mozkových hemisférách s převahou výskytu v čelním laloku.  Neoplastické buňky pod mikroskopem 

připomínají oligodendrocyty, avšak není doposud přesně zjistěno z jaké buňky je tento nádor odvozen. 

Vzhledem k nízké proliferační aktivitě, dochází zřídka kdy k recidivě či progresi do vyšších gradů. Pro 

přesnou diagnózu se vyšetřuje kromě statusu IDH i kodelece chromomozomálních oblastí 1p/19q, což 

dělí tuto skupinu na IDH mutovaný a 1p/19q kodeletovaný a nespecifikovaný45,46.  
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Anaplastický oligodendrogliom 

Anaplastický oligodendrogliom je označen jako grade III a jedná se o maligní formu s horší prognózou. 

Může vznikat de novo nebo jako progrese z oligodendrogliomu. Všeobecně dochází k manifestaci 

oligodendrogliomů kolem 50. až 60. roku života. Medián doby přežití je u tohoto typu gliálního nádoru 

okolo 12 až 14 let díky relativně nízké věkové kategorii pacientů47. Pro histologický obraz 

anaplastického oligodendrogliomu jsou typické zvětšené buňky s jadernou pleomorfií, vezikularizací 

chromatinu, výrazným jadérkem a vyšší mitotickou aktivitou48. Pro přesnou klasifikaci je nutné vyšetřit 

status mutace IDH a stanovit přítomnost kodelece 1p/19q. V případě, že nelze vyšetření uzavřít, je 

tento anaplastický astrocytom označen jako nespecifikovaný41.  

 

Oligoastrocytom 

Oligoastrcytom má difuzně infiltrující charakter růstu a obsahuje dvě komponenty neoplastických 

buněk morfologicky podobných oligodendrogliomu a difúznímu astrocytomu. Histopatologicky je 

nádor popsán vysoce buněčnými lézemi, které mohou obsahovat mikrokalcifikace a mikrocystické 

degenerace. Tento typ gliomu je označen jako grade II, má velmi nízkou mitotickou aktivitu a je 

lokalizován v mozkových hemisférách9.  

 

Tento typ gliálního nádoru bylo vždy těžké definovat a docházelo k časté diskonkordanci. Od roku 2016 

tento gliom prakticky mizí na základě ne/přítomnosti molekulárních markerů, které přesně definují 

oligodendrogliomy (1p/19q kodelece, IDH mutace) a astrocytomy (mutace ATRX, overexprese p53, 

nepřítomnost kodelece 1p/19q)41. 

 

Anaplastický oligoastrocytom 

Anaplastický astrocytome je dle WHO označen jako grade III a jedná se o velmi raritní maligní gliální 

nádor. Nejčastější lokalizace je uváděna ve frontálním a spánkovém laloku. Histologicky je anaplastický 

astrocytom charakterizován zvýšenou buněčností, jadernou atypií, pleomorfizmem, mikrovaskulární 

proliferací a vysokou mitotickou aktivitou49.   

 

1.3.2.2. Ostatní astrocytární nádory 

Do této skupiny patří raritní gliální nádory jako jsou pilocytární astrocytom, subependymální 

velkobuněčný astrocytom, pleomorfní xanthoastrocytom a anaplastický pleomorfní 

xanthoastrocytom. 

 

Pilocytární astrocytom je dobře definovaný nádor CNS s dobrou prognózou, vyskytuje se u mladších 

pacientů a je označován gradem I. V některých případech je pozorována kalcifikace a většina těchto 

nádorů vzniká v mozečku50.  

 

Subependymální velkobuněčný astrocytom patří mezi benigní nádory gradu I a je popisován u 

mladých pacientů do 20 let a jen ojediněle se vyskytuje u starších pacientů.  Hlavní léčba tohoto 

nádoru spočívá v operativním odstranění51.  
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Pleomorfní xanthoastrocytom patří mezi nádory označené gradem II, je nalézán u mladších 

pacientů s nejvyšší incidencí v rozmezí 10. a 30. roku věku a vzniká ze spánkového laloku. Pokud je 

nalezeno více jak 5 mitóz na 10 zorných polí, jedná se o anaplastický pleomorfní xanthoastrocytom 

označený gradem III, který je charakterizován značně horší prognózou51.  

  
1.3.2.3. Ependymální nádory  

Ependymomy vznikají z neuroepitelu CNS a vyskytují se jak u dětí, tak u dospělých pacientů. Tyto 

nádory se vyskytují podél celé nervové trubice zahrnující mozkové hemisféry, zadní mozek a míchu9. 

Klinické chování ependymomů je velmi heterogenní a okolo 40 % pacientů je neléčitelných z důvodu 

nedostatku efektivní léčby, která se skládá pouze z resekce následovanou radioterapií52.  

Jedinou molekulární alterací v této skupině gliomů je RELA fúze vyskytující se u pediatrických pacientů. 

Další molekulární změny čekají na odhalení s přesahem pro přesnější popsání jednotlivých podskupin 

ependymomů12.   

 

1.3.3. Souhrn kapitoly 

 

Update klasifikace nádoru CNS z roku 2016 způsobil převrat v klasifikaci, kdy do samotného názvosloví 

byla přidána přesnější molekulární charakteristika. Tím došlo k rozpadu histologických subtypů do 

dalších menších skupin se záměrem zpřesnění diagnózy a prognózy jednotlivých nádorů CNS41. 

V klinické praxi dochází na základě těchto změn zpřesnění výběru vhodného léčebného režimu, ze 

kterého by mohly určité skupiny pacientů s gliomy profitovat. Do budoucna se předpokládá, že dojde 

k dalšímu zpřesňování diagnóz a vývoji cílené terapie právě podle přesnější molekulární charakterizace 

nádorů CNS. 
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1.4. Molekulárně cytogenetické změny u gliomů 

Před samotnou resekcí nádoru dochází k biopsii gliálního nádoru, kdy je tkáň buď zamražena nebo 

uchována v médiu pro následné zpracování a histologické vyšetření na patologii.  Souběžně s tímto 

vyšetřením probíhá molekulárně cytogenetická charakterizace nádoru.  Jak již bylo řečeno, základním 

vyšetřením je zhodnocení ne/přítomnosti mutace IDH, které se stalo součástí diagnózy. Na základě 

experimentálních studií bylo odhaleno velké množství dalších molekulárně cytogenetických aberací, 

které však čekají na validaci a zařazení mezi jednoznačné prognosticko prediktivní markery. 

 

1.4.1. Hereditární nádorové syndromy spojené s výskytem gliomů 

 

Malé procento difuzních gliomů je způsobeno hereditárními syndromy založených na mutaci jediného 

genu jako je Li-Fraumeni syndrom (TP53), neurofibromatóza typu 1 a 2 (NF1 a NF2), Lynchův syndrom 

(MSH2, MSH6, MLH1, PMS2), tuberkulózní skleróza (TSC1, TSC2), Ollierova choroba (IDH1, IDH2) a 

syndrom familiárního melanomu (p16)53,54. Molekulární charakteristika gliálních nádorů těchto 

pacientů se liší od nádorů pacientů bez hereditárního syndromu55,56.  

 

Nad tento rámec existuje přibližně 5 – 10 % případů gliálních nádorů, charakterizovaných familiárním 

výskytem57,58. Tento výskyt je vysvětlován sdílenou genetickou zátěží spolu s environmentálni faktory.  

 

 

1.4.2. Rizikové faktory  

 

Bylo zjištěno, že kromě genetických faktorů má vliv na vznik nádorů mozku i environmenátlní prostředí 

a zdravý životní styl. Mezi prokázaná rizika s velkým vlivem patří ionizační záření, terapeutické 

ozařování v dětství a CT skenování s dávkami převyšujícími 50 mGy. Všeobecně je ionizující záření 

považováno za karcinogen, při němž dochází k poškození DNA a následnému možnému spuštění 

onkogeneze, která nastává v průběhu 7 až 9 let od ozařování59. Bylo dokázáno, že terapeutické 

ozařování v dětství zvyšuje riziko vzniku gliálního nádoru 3x až 7x60. Mezi možné avšak těžko 

prokazatelné paří neionizující záření jako je radiofrekvence elektromagnetických polí.  

 

Na druhou stranu velké množství studií naznačuje, že existuje nižší riziko rozvoje gliálního nádoru u lidí 

s astmatem, sennou rýmou, atopickým ekzémem popř. alergiemi61,62. To je vysvětlováno zvýšenou 

imunitní odpovědí a brzkou reakcí imunitní odpovědi na potlačení růstu nádoru61.  

 

Mezi diskutabilní faktory patří obezita, úrazy hlavy, kouření, konzumace alkoholu a expozice 

pesticidy63. Napříč studiemi týkajícího se vlivu kouření na rozvoj gliálních nádorů se závěry bohužel 

rozchází 64–66. 
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1.4.3. Získané molekulárně cytogenetické změny u gliomů 

1.4.3.1. Mutace genu IDH 

Status mutace IDH hraje základní roli v klasifikaci gliálních nádorů od roku 2016, kdy byly integrovány 

nejen fenotypové projevy gliomů, ale i jejich molekulární charakteristika. IDH je enzym, který má 3 

izoformy a je zapojen do důležitých metabolických procesů jako je Krebsův cyklus, glutaminový 

metabolizmus, lipogeneze nebo redoxní regulace67,68. IDH1 se nachází v cytoplazmě a peroxizomech, 

zatímco IDH2 a IDH3 je umístěna v mitochondriální matrix69. V charakteristice gliomů se však využívají 

pouze mutace izoforem 1 a 2; mutace izoformy 3 nebyly prokázány ve spojitosti s tumorigenezí.  

 

Mutace genů pro IDH 1 a 2 byly poprvé popsány v roce 2008 a jsou lokalizovány v chromozomálních 

oblastech 2q34 a 15q2670.  IDH 1 a 2 jsou Krebsově cyklu nikotinamidadenindinukleotidfosfát (NADP+)-

dependentní a katalyzují oxidativní dekarboxylaci isocitrátu na α-ketoglutarát (α-KG) s produkcí 

redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfátu (NADPH). IDH 1 a 2 udržují redoxní rovnováhu a 

ochraňují buňky proti oxidativnímu stresu díky molekulám NADPH a α-KG, které mají silné redukční 

schopnosti a ochraňují tak DNA proti oxidativnímu stresu71. 

 

Mutace v IDH1 a 2 získávají katalyzační schopnost přeměnit α-KG na 2-hydroxyglutarát, což je 

onkometabolit, který svou kumulací přispívá ke kancerogenezi skrz inhibici demetylace histonů72,73. Ta 

dál vede k zastavení buněčné diferenciace.  Dalším efektem vysoké koncentrace 2-hydroxyglutarátu  je 

podpora angiogeneze skrz HIF1α (hypoxií indukovaný faktor) a skrz receptor VEGFR (vaskulární 

endoteliální růstový faktoru) 74,75.  Lokalizace variant IDH a vliv mutované formy je ilustrován v Obrázku 

7. 

 
Obrázek 7: Funkce IDH a jejich mutovaných variant v kontextu buněčných pochodů. Je znázorněna různá 

lokalizace jednotlivých IDH a komplexní efekt u mutované varianty IDH1 vs. wild type, kde skrz metabolické 

změny dochází k rozvoji tumorigeneze. Převzato z76. 

2OG - 2-oxoglutarát/α-ketoglutarát; d-2HG – d-2-hydroxyglutarát; IDH – isocitrát dehydrogenáza; HIF - hypoxií 

indukovaný faktor; HIF–OH - hydroxylovaný HIF; PHD - prolyl hydroxylázová doména enzymu HIF; KDM - histon 

lysin demethyláza; NADP+ - nikotinamidadenindinukleotidfosfát; NADPH - redukovaný 

nikotinamidadenindinukleotidfosfát; TCA - trikarboxylové kyseliny; TET – ten-eleven translocation 

methylcytosine dioxygenáza; VHL - Von Hippel-Lindau; wt – wild type.  
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Mutace IDH se řadí mezi takzvané driver mutace. Ty se vyskytují na počátku vzniku gliálních nádorů a 

stabilně přetrvávají i dále v progresi nádoru77. IDH mutace pravděpodobně vznikají už u 

prekurzorových buněk a právě z nich jsou odvozené oligodendrocyty a astrocyty. K této mutaci se 

postupně přidávají další alterace a dochází ke zvratu vedoucího k rozvoji gliálního nádoru. Mutace 

v IDH1 a IDH2 jsou ve většině případů missense varianty vedoucí k substituci v jedné aminokyselině. 

Mutace IDH1 a 2 se vyskytují pouze v hemizygotním stavu a nevyskytují se společně v jednom nádoru.  

Nádory nesoucí mutace v IDH mají z 90% mutovanou izoformu IDH1 R132H, kde dochází k záměně 

argininu za histidin 78,79. Zbylých 10 % připadá na další méně časté varianty IDH1/2, které jsou uvedeny 

v Obrázku 8.  

 

 
 

Obrázek 8: Jednotlivé varianty mutací IDH1 a IDH2 spolu s jejich A) frekvencemi a B) mutace kodonu 132 u IDH1 

a kodonu 172 u IDH2. Převzato z78. 

 

 

IDH mutace jsou často spojovány s dalšími genetickými změnami. Mutace TP53 a ATRX (Alpha-

Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-linked) se vyskytují spolu s mutacemi v IDH1/2 u 60-70% 

astrocytomů80, zatímco 1p/19q kodelece je spojována s více než 90% oligodendrogliomů81. U IDH 

mutovaných nádorů jsou nalézány hypermetylace promotoru MGMT, naopak přítomnost amplifikace 

EGFR je velmi vzácná82.  

 

IDH mutace jsou diagnostické, prognostické a prediktivní biomarkery využívané k odlišení jednotlivých 

typů gliomů a jejich následné léčebné péče. Mutace IDH byly nalezeny u zhruba 70 – 80% astrocytomů 

grade II a III, oligodendrogliomů a většině sekundárních glioblastomů83.  Nádory nesoucí mutací IDH 

1/2 vykazují lepší prognózu onemocnění, značně delší přežití bez progrese a celkové přežití oproti 

pacientům s IDH wildtype84–86.  
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Současná praxe týkající se testování na IDH mutace u gliálních nádorů využívá v prvním kroku 

nejčastější variantu IDH R132H, která je vyšetřována imunohistochemicky pomocí monoklonální 

protilátky. Pokud není prokázána tato varianta, přistupuje se nejčastěji k Sangerovu sekvenování nebo 

next generation sekvenování na méně časté varianty. K sekvenování se přistupuje pouze u pacientů 

mladších 55 let dle doporučení WHO z roku 2016. Důvodem je velmi nízká prevalence čítající pouze 1% 

jiných mutací než IDH1 R132H u pacientů starších 55 let87,88.  

 

1.4.3.2. Metylace MGMT 

Gen pro MGMT je lokalizován na chromozomální oblasti 10q26 a kóduje takzvaný DNA damage 

protein, který je klíčový pro zachování genomové stability8,89. Tento protein je schopen odstranit 

mutagenní alkylační skupinu na O-6 pozici guaninu a zabránit tak mismatch chybám během replikace 

DNA90. Této vlastnosti se využívá při chemoterapii, kdy dochází k indukování alkylace a ta dále spouští 

cytotoxicitu vedoucí k apoptóze. Nádorové buňky s vysokou hladinou reparačního proteinu MGMT 

působí proti alkylačním činidlům jako jsou nitrosurea a temozolomid a které se využívají při léčbě 

gliálních nádorů. Temozolomid přidáním alkylační skupiny na tymin a guanin způsobí poškození DNA 

do takové míry, že vyvolá apoptózu91. Na základě tohoto mechanizmu způsobuje MGMT rezistenci na 

alkylační činidla a nádor tedy ztrácí senzitivitu na léčbu temozolomidem83.  

 

MGMT je epigeneticky regulována skrze promotorovou metylaci, která byla nalezena u 40 % 

primárních GBM a 70 % sekundárních GBM. Tato metylace byla popsána u poloviny astrocytomů a 

dvou třetin oligodendrogliomů a oligoastrocytomů92. Metylace MGMT je využívána jako prediktivní 

molekulární marker odpovědi na alkylační chemoterapii temozolomidem u glioblastomů33. Metylace 

MGMT promotoru u IDH wildtype gliomů se jeví jako významný prediktivní marker, ačkoli se nijak 

neprosadil do nové klasifikace gliálních nádorů93.  

 

I přesto, že je tento marker znám už přes dvacet let, doposud nebyla stanovena hlavní metoda pro 

zhodnocení metylace MGMT. Nejvyužívanější metoda detekce je metylačně specifická PCR spolu 

s pyrosekvenováním, kdy mají obě metody stejnou citlivost94. Ostatní metody PCR nebo stanovení 

proteinu pomocí imunohistochemie či Western Blottingu se využívají pouze sporadicky95.  

 

1.4.3.3. Mutace genu EGFR 

EGFR1 je transmembránová tyrosin kináza umístěná v chromozomální oblasti 7p12. Do rodiny těchto 

receptorů patří EGFR2, EGFR3 a EGFR4, avšak v kontextu gliálních nádorů se sleduje zejména EGFR196. 

EGFR1 kináza je aktivována vazbou ligandu epidermálního růstového faktoru, popřípadě TGFα 

(Transforming Growth Factor) nebo jiných raritnějších ligandů. Po následné aktivaci dochází 

k dimerizaci receptoru, autofosforylaci tyrosinových zbytků a aktivaci proteinů v kaskádě97. Signalizace 

EGFR je realizována skrz dráhy MAPK (mitogenem aktivované proteinkinázy), PI3K a JAK/STAT (Janus 

Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription) což má za následek zvýšenou proliferaci, 

inhibici apoptózy, angiogenezi spolu s ovlivněním buněčné migrace, adheze a invaze98.  

 

Alterace EGFR jsou sledovány napříč různými grady astrocytomů a obzvláště u glioblastomů jsou 

pozorovány změny jako je overexprese proteinu, amplifikace a delece, které sebou nesou rezistenci na 
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radioterapii a chemoterapii99. Aberace EGFR v kontextu prognózy jsou stále předmětem mnohých 

studií obzvláště u glioblastomu, u kterého jsou popsány amplifikace ve 40 % případů, overexprese u 60 

% případů a mutace v rozmezí od 24 % do 67 %100,101. Experimentálně byla vyzkoušena léčba 

glioblastomů s aberacemi v EGFR založená na TKI (inhibitory tyrosin kináz) jako jsou erlotinib a 

gefitinib, na monoklonální protilátce  cetuximabu nebo vakcíně proti EGFRvIII (delece exonů 2–7 u 

EGFR), avšak doposud žádná z těchto variant nepřinesla významné výsledky102–105. 

 

Nejčastější metodou vyšetřování amplifikace EGFR je metoda fluorescenční in situ hybridizace, 

popřípadě imunohistochemické stanovení exprese proteinu. Pro sledování mutací tohoto genu je 

vhodné využít sekvenování nové generace, kterými lze odhalit mutaci EGFRvIII 106.  

 

1.4.3.4. Kodelece chromozomálních ramen 1p/19q 

Pomocí polymorfizmu délky restrikčních fragmentů byla v roce 1994 poprvé popsána ztráta 

chromozomálních ramen 1p a 19q107.  Kodelece 1p/19q je způsobena nebalancovanou translokací 

celého ramének chromozomů 1p a 19q, a následnou ztrátou derivovaného chromozomu 

der(1:19)(p10:q10)108. Tato změna je popsána u cca 70% oligodendrogliomů gradu II a III109 a je 

spojována s dobrou odpovědí na chemoterapiii a radioterapii a má vliv na delší celkové přežití a přežití 

bez progrese110. Oligodendrogliomy s 1p/19q kodelecí a IDH mutací mají nejpřívětivější prognózu 

napříč všemi gliálními nádory. Mediánem přežití je okolo 8 let oproti oligodendrogliomům bez 

kodelece a bez mutace, kde je medián přežití pouze 1,7 roku111. 

 

Kodelece 1p/19q se často vyskytuje spolu s nejčastější variantou mutace IDH1 R132H 111. Dále je 

doprovázena mutacemi v TERT (Telomerase Reverse Transcriptase), CIC (homologue of Drosophila 

capicua) a FUBP1 (Far-Upstream Binding Protein 1) spolu s metylací MGMT80,111,112. Naopak pouze 

raritně se kodelece 1p/19q objevuje spolu s mutacemi v TP53 a ATRX, které charakterizují astrocytární 

nádory.  

 

Kodelece 1p/19q se využívá přímo v klasifikaci oligodendrogliomů a klinicky využívanou metodou 

detekce je fluorescenční in situ hybridizace z FFPE tkáně, kde se pomocí sond vypočítává poměr signálů 

1p/1q a 19q/19p. Dalšími metodami jsou vyšetření ztráty heterozygotnosti (LOH) pomocí PCR, 

komparativní genomová hybridizace nebo arraye založené na detekci SNP polymorfizmů (single 

nucleotide polymorphism)113.  

 

1.4.3.5. Mutace genu TERT 

Gen pro TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) je lokalizován na 5p15.33 a kóduje katalytickou 

podjednotku telomerázy, která s počtem dělení zkracuje délku telomer114.  Změny ve funkci telomerázy 

jsou pozorovány napříč všemi nádory a považuje se za hlavní změny vedoucí ke kancerogenezi a 

progresi115. Zvýšená exprese TERT je ve většině případů způsobena aktivačními bodovými mutacemi 

záměnou cytosinu za tymidin C228T a C250T v oblasti promotoru s označením pTERT. Tato mutace je 

nalézána u 78 % oligodendrogliomů a 83 % IDH wild type glioblastomů116.  

 

Low grade gliomy s TERT mutací, 1p/19q kodelecí a IDH mutací byly označeny jako „triple pozitivní“ a 

mají napříč všemi nádory nejlepší prognózu. Naopak glioblastomy s mutací v pTERT bez ohledu na IDH 



26 
 

mutace, mají horší prognózu než glioblastomy pouze s IDH mutací117. Co se týče predikce odpovědi na 

terapii, je TERT ve fázi testování. Zatím se zdá, že pacienti léčení chemoradioterapií s IDH wild type 

glioblastomem vykazujícím metylaci MGMT a mutaci pTERT mají delší dobu přežití118,119.    

 

V současné době se přítomnost bodových mutací pTERT nejčastěji vyšetřuje metodami next generation 

sekvenováním nebo Sangerovým sekvenováním120,121.  

 

1.4.3.6. Mutace genu ATRX 

Gen ATRX (alpha-thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) leží v chromozomální oblasti 

Xq21.1 a jeho mutace je jedním z charakteristických znaků difuzního astrocytomu12. ATRX patří mezi 

chromatin remodelující proteiny, je zapojen do regulace transkripce a udržení integrity genomu122,123. 

Spolu se svým kofaktorem DAXX (death-associated protein 6) hraje klíčovou roli v udržení genomové 

stability skrz inkorporaci histonů do chromozomálních telomer a pericentromerického 

heterochromatinu124,125. Jeho ztráta vede k poškození DNA, replikačnímu stresu a dále zřejmě skrz p53 

inhibuje apoptózu126–128.  

 

Současná literatura dokazuje přítomnost mutací ATRX u IDH mutovaných gliomů, zatímco kodelece 

1p/19q je velmi raritní12.  Ztráta genu ATRX je charakteristická pro difuzní astrocytom, avšak jak je 

uvedeno v WHO 2016, není nezbytná pro tuto diagnózu12. Bylo prokázáno, že ztráta ATRX koreluje 

s věkem, histopatologií a prognózou. Mutace ATRX jsou spojeny s lepším přežitím bez progrese 

celkovým přežitím u IDH mutovaných low grade gliomů bez kodelece 1p/19q129. 

 

Metoda vyšetření mutací genu ATRX se nejčastěji provádí na FFPE (formalin fixed paraffin embedded) 

řezech pomocí imunohistochemie, která koreluje s expresí genu130. Tato metoda je nejčastěji využívána 

v klinické praxi. Další zvažovanou metodou může být sekvenace, avšak vzhledem k tomu, že se jedná o 

velký gen, jeho detekce je obtížná a nákladnější v porovnání s imunohistochemií.  

 

1.4.3.7. Mutace genu TP53 

P53 je jedním z nejlépe prozkoumaných tumor supresorů, hraje důležitou roli v buněčné homeostáze 

a jeho aberace jsou pozorovány napříč všemi typy karcinomů včetně gliálních.  Gen pro p53 je 

lokalizovaná v oblasti 17p13.1 a je označován za tzv. strážce genomu, který jakožto transkripční faktor 

reguluje geny zapojené do buněčného cyklu, apoptózy, diferenciace a odpovědi na poškození DNA131. 

U gliálních nádorů jsou popsány delece TP53, avšak ve většině případů dochází k modulaci dráhy 

pomocí jejích upstreamových a downstreamových regulátorů jako jsou například MDM2 (Mouse 

Double Minute 2 Homolog), ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) a ATR (Ataxia Telangiectasia 

Mutated).  

 

Okolo 78 % glioblastomů vykazuje mutaci právě někde v této dráze a zdá se, že právě tato dráha je 

zodpovědná za progresi nádoru do vyšších gradů132. Tumor supresorová aktivita p53 je primárně 

založena na ovládání exprese nesčetného počtu genů regulujících zástavu buněčného, apoptózu, 

buněčnou diferenciaci a senescenci133,134. Avšak k tomu, aby se projevily onkogenní mutace TP53, musí 

dojít k mutacím dalších genů, které jsou zodpovědné za progresi glioblastomu jako je například PTEN 
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(Phosphatase and Tensin Homologue), amplifikace MDM2  nebo velmi častá deregulace 

CDKN2A/ARF  135–138. Všechny tyto kroky vedou k progresi glioblastomu, vyšší invazivitě, menším 

počtem apoptóz a vyšší proliferaci139–142. 

 

Změny p53 na molekulární úrovni jsou pozorovány zhruba u 50 % gliomů gradu II a III, u primárních 

glioblastomů je četnost 25-30 % a u sekundárních glioblastomů je to dokonce 60-70 %. Z toho plyne, 

že se jedná o jednu z nejčastějších aberací zapojených do gliomageneze a může se jednat i 

o potencionální tzv. driver mutaci143,144. V 90 % případů je mutace genu TP53 doprovázena  mutací 

IDH1 u nižších gradů gliomů145. 

 

Mutace TP53 jsou doporučovány dle WHO 2016 sekvenovat, popřípadě lze využít PCR metod. 

Pro detekci delecí tohoto genu lze použít cytogenetickou techniku fluorescenční in situ hybridizace a 

pro sledování aberací proteinu se využívá imunohistochemické stanovení12,146,147.   

 

1.4.3.8. Mutace genu MDM2 

Gen MDM2 je lokalizován v chromozomální oblasti 12q13-14 a jeho funkce je založena na inhibici 

tumor supresorového proteinu p53.  MDM2 je znám pod názvem E3 ubiquitin-protein ligáza MDM2, 

která se váže na p53 a blokuje tedy jeho aktivitu. Na druhou stranu je transktripce MDM2 indukována 

pomocí p53, což vytváří zpětnovazebnou smyčku mezi aktivitou p53 a expresí MDM2. Amplifikace 

MDM2 vede k inaktivaci p53 a tím vypnutí mechanizmů bránících rozvoji onkogeneze141. Kromě vlivu 

na gliomagenezi, má MDM2 vliv na normální rozvoj centrální nervové soustavy148 

 

MDM2 amplifikace jsou často pozorovány u GBM a tato mutace vylučuje přítomnost mutace TP53149. 

Amplifikace MDM2 jsou pozorovány u 14 % glioblastomů bez přítomnosti mutace TP53, proto se nabízí 

terapie tzv. nutliny cílící na MDM2 pro reaktivaci p53 dráhy150,151. Problém však nastává 

s permeabilitou v krevní mozkové bariéře a navíc většina glioblastomů nese mutaci v TP53152. Tato 

léčba bohužel ve většině případů selhává a má jen nízkou míru úspěšnosti.  

 

Vyšetření míry exprese MDM2 lze provést pomocí imunohistochemického stanovení pomocí 

protilátek, amplifikace genu lze stanovit pomocí in situ hybridizace popřípadě sekvenováním153–155. 

 

1.4.3.9. Mutace genu PTEN  

PTEN je lokalizován v chromozomální oblasti 10q23.3 a jeho aberace jsou popsány v celé řadě 

nádorových onemocnění včetně gliálních nádorů156.  Jedná se o tumor supresor zapojený do regulace 

buněčné proliferace, adheze spolu s buněčnou invazivitou, apoptózou a opravou poškozené DNA157,158. 

Ztráta exprese PTEN se řadí mezi aberace zapojené do časné gliomageneze s četností mezi 5 – 40 % 

případů gliálních nádorů159,160. Všeobecně PTEN hraje roli jak v neurogenezi tak gliomagenezi a zároveň 

je spojován s maligní progresí gliálních nádorů161–164.  

 

Častou aberací popisovanou u primárního a sekundárního glioblastomu jsou delece podél 

chromozomálního ramene 10q čítající 70 % glioblastomů a jak již bylo zmíněno, v této oblasti 10q23 se 

kromě jiných tumor supresorů vyskytuje i gen pro fosfatázu PTEN 39,165. Je dokázáno, že mutace v tomto 
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genu jsou zapojeny i do maligní progrese gliomů a korelují s kratším celkovým přežitím166. Co se týče 

vlivu na prognózu, existují napříč literaturou nekonzistentní závěry.  

 

Jako všechny ostatní kandidátní geny zapojené do gliomageneze, lze PTEN sledovat na úrovni genové 

pomocí sekvenování, PCR metodami a po cytogenetické stránce je možné delece sledovat pomocí 

fluorescenční in situ hybridizace167–169.  Pomocí expresní imunohistochemie a příslušné protilátky proti 

PTEN lze sledovat i jeho míru exprese167. S nástupem microarrayí lze využít sledování většího množství 

kandidátních genů pomocí nové generace čipů, využívající analýzy od genů přes RNA až po 

proteiny169,170.  

 

1.4.3.10. Mutace genu CDKN2A 

Gen pro CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A) je lokalizován v chromozomální oblasti 9p21.3 

a je jakožto tumor supresor spojován s tumorigenezí a špatnou prognózou u velkého množství 

nádorových onemocnění. Nejčastější alterací CDKN2A je ztráta/delece a v minoritě se jedná o 

mutace171. Gen pro CDKN2A kóduje dva alternativní transkripty p16 (p16INK4A) a p14 (p14ARF) 

zapojené do regulace buněčného cyklu. P16 inhibuje komplex CDK4/6-cyklin D a tak zabraňuje progresi 

buněčného cyklu z G1 do S fáze. Naproti tomu p14 inhibuje vazbu MDM2 na p53, který dále řídí expresi 

p21 a ten blokuje komplexy CDK/cyklin. Z toho vyplývá, že pokud dojde k deleci popřípadě snížené 

expresi produktů genu CDKN2A, dochází ke ztrátě negativní regulace buněčného cyklu.  

 

Homozygotní delece genu CDKN2A je všeobecně spojována s horším přežitím gliálních nádorů i u IDH 

mutovaných oproti IDH nemutovaným 172,173. Nižší exprese produktu CDKN2A/p16 je pozorována u 

maligních gliálních nádorů vyššího gradu než u gliálních nádorů s nižším gradem174. Dokonce okolo 60-

80 % gliomů vyššího gradu má ztrátu tumor supresoru p14 způsobenou homozygotními mutacemi175. 

Co se týče jednotlivých subtypů, CDKN2A delece jsou spojovány s horším celkovým přežitím u 

astrocytomů, avšak toto neplatí u oligodendrogliomů a oligoastrocytomů176.   

 

Ke sledování alterací produktů CDNK2A se nejčastěji využívá imunohistochemické stanovení 

s příslušnými protilátkami177. Co se týče samotného sledování ztráty CDKN2A, tak se nejčastěji využívá 

metody fluorescenční in situ hybridizace, popřípadě metod PCR nebo sekvenování pro sledování 

mutací176,178,179.  

 

1.4.3.11. Mutace genu CCND1 

Gen CCND1 (Cyclin D1) leží v chromozomální oblasti 11q13.3 a jeho produkt je klíčovým regulátorem 

přechodu z G1 do S fáze buněčného cyklu180. Vazbou cyklinu D1 na cyklin dependentní kinázy CDK4 

nebo CDK6 dochází k následné fosforylaci Rb1 proteinu a spuštění transkripce genů zapojených do 

přechodu buněčného cyklu z G1 do S fáze181,182. Jako většina genů zapojených do regulace buněčného 

cyklu, je i CCND1 popisován napříč širokým spektrem nádorových onemocnění.  

 

Je dokázáno, že inhibice exprese CCND1 u glioblastomu je spojována se zvýšenou senzitivitou na 

temozolomid183. Na in vivo modelech bylo zjištěno, že downregulace CCND1 u glioblastomových linií 

snižuje jejich proliferační aktivitu a navíc i jejich invazivitu184,185.  
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Ke sledování genu CCND1 se využívá klasické PCR metody, popřípadě pro sledování polymorfizmů se 

využívá metody ARMS-PCR (Amplification-Refractory Mutation System Polymerase Chain Reaction) 

nebo samotného sekvenování. Pro vyšetření míry exprese se využívá blotovacích metod popřípadě 

imuhohistochemické stanovení183,186.  

 

1.4.3.12. Mutace H3K27M 

Difuzní středočárový gliom je charakterizován dle nové klasifikace mutací v H3K27M (záměna lyzinu 27 

za methionin u histonu H3)12. Tento nádor je charakterizován vysokou agresivitou a jedná se zejména 

o pediatrický nádor s přesahem k mladším dospělým187. Pacienti s tímto onemocněním mají špatnou 

prognózu, medián přežití je pouze 9-11 měsíců bez závislosti na lokalizaci a z tohoto důvodu je označen 

jako grade IV188.  

 

Zdá se však, že mutace H3K27M se vyskytuje i u pacientů s glioblastomem189–191. Všeobecně se tedy 

jedná o mutaci se špatnou prognózou, avšak vzhledem k tomu, že se jedná o nové informace, je 

potřeba zjistit vliv této mutace i na glioblastom. Uveřejněné studie tuto mutaci našly pouze u 

glioblastomů s IDH wild type.  

 

Vzhledem k tomu, že se jedná o bodovou mutaci, je nejvhodnější vyšetření pomocí sekvenování nebo 

pomocí imunohistochemických protilátek cílených na specifické mutace192,193. 

 

1.4.3.13. Další aberace 

PI3K/Akt/mTOR dráha je aktivována u skoro 90 % glioblastomů132,194. PI3K dráha je velmi komplexní 

kaskáda, která řídí velké množství buněčných pochodů jako je migrace, přežití a proliferace195. tato 

dráha je nejčastěji aktivována skrze mutaci v PTEN, který funguje jako negativní regulátor145. Tato 

dráha hraje roli i v motilitě buněk glioblastomu a cílená terapie je doposud ve fázi testování196–198.  

 

Neovaskularizace je znakem gliálních nádorů vyššího gradu a právě angiogenní faktory hrají důležitou 

roli v malignitě nádoru. Právě VEGFR (receptor vaskulárního endoteliálního růstového faktoru) je 

hlavním faktorem angiogeneze a je sledován u 64 % glioblastomů. VEGFR se jeví jako potencionální 

prognostický faktor, kdy byla nalezena silná korelace mezi expresí VEGFR a přežitím199. 

 

BRAF je serin/threonin kináza, která je označena jako proto onkogen a skrz dráhu MAPK (mitogen 

activated protein) kináz hraje roli v tumorigenezi velkého množství nádorů včetně gliomů200. Mutace 

BRAF V600E bodová mutace s výskytem napříč gliálními nádory201,202. U pediatrických nádorů je 

spojován s rekurencí po standardní terapii203. Další známá aberace BRAF je vznik fúzního genu 

s KIAA1549, který je pozorován u 60-80 % sporadického pilocytárního astrocytomu204.  

 

Signalizace tyrozin kinázového receptoru  PDGFRA (Platelet Derived Factor Receptor Alpha) je 

spojována s normálním vývojem CNS, regulací gliální proliferace a oligodendrocytární diferenciací205.  

Overexprese proteinu PDGFRA je přítomna u 30 % gliomů a amplifikace byla nalezena pouze u 20 % 

gliomů. Aberace PDGFRA hrají klíčovou roli v gliomagenezi a její progresi206. Kromě těchto aberací byly 

v menším počtu prokázány i delece, bodové mutace a přestavby207.  
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1.4.4.   Cílená léčba 

Cílená léčba si našla uplatnění u solidních nádorů jako jsou plíce, prsa, kolorekta atp. Bohužel co se 

týče gliálních nádorů, většina studií končí neúspěchem ve fázi III. Hlavní příčinou se jeví 

hematoencefalická bariéra, klonální evoluce nádorových buněk, nádorová heterogenita spolu 

s difuzním růstem gliálních nádorů.  

 

Bevacizumab je protilátka cílící VEGFR a inhibuje vaskularizaci. V roce 2009 v USA byl schválen 

samostatně nebo v kombinaci s irinotekanem jako léčba pacientů s rekurentním glioblastomem, avšak 

efekt je stále diskutabilní208. Nejznámější protilátka proti EGFR je cetuximab, ten byl však bezúspěšně 

testován u pacientům s rekurentním glioblastomem.  

 

Dalším velmi diskutovaným směrem léčby jsou vakcíny založené na purifikovaných tumor specifických 

antigenech popřípadě extraktech derivované z resekovaného nádoru. Takzvaná DCVax 

vakcína dendritických buněk je schválena ve Švýcarsku pro léčbu glioblastomu a koreluje 

s prodlouženým celkovým přežitím a přežitím bez progrese209.  

 

Kromě této imunoterapie stojí za zmínku u checkpointové blokátory, monoklonální protilátka 

rindopeptimud proti EGFRvIII, vakcína s heat shock proteiny nebo léčba rekombinantními polioviry. Na 

závěry z těchto studií si však musíme ještě počkat. Z důvodu obtížné administrace léčiva skrz 

hematoencefalickou bariéru do míst nádoru, jsou testovány i inovativní přístupy. Ve fázi testování jsou 

micely s léčivem nebo nanočástice36. 

 

1.4.5. Souhrn kapitoly 

 

S rozvojem sekvenování, čipových technologií a dalších hight throughput screeningových metod, lze 

postupnými kroky odkrývat molekulární pozadí veškerých nádorových onemocnění včetně glliálních 

nádorů, které jsou doposud zřejmě největší výzvou vzhledem k agresivní povaze onemocnění. Díky 

zařazení těchto metod a algoritmů do klinické praxe, lze co nejpřesněji stavit přesnou diagnózu. 

Kombinace aktualizace klasifikace dle WHO 2016 a charakteristických aberací je uvedena v Tabulce 3.  

 

Postup přesné klasifikace zatím nevychází z analýzy všech molekulárních markerů uvedených výše, 

avšak myšlenka vytvoření tzv. vrstvené integrované diagnózy zahrnující základní markery, byla 

naznačena již v roce 2014211. Tento princip zahrnuje 4 vrstvy, které se doplní v přesné stanovení 

diagnózy: molekulární informace, WHO grade, histologická klasifikace a poslední vrstva je integrovaná 

diagnóza. 
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Tabulka 3: Nejčastější nalezené změny u jednotlivých subtypů difuzních astrocytárních a oligodendrogliálních   

nádorů dle WHO 2016 klasifikace. Upraveno dle 210. 

 WHO 2016  časté molekulární aberace WHO 2016 časté molekulární aberace 

GBM, IDHwt mutace TP53  GBM, IDHmut mutace TP53 

 ztráta chromozomu 10  ztráta chromozomu 10 

 delece CDKN2A nebo CDKN2B   delece CDKN2A nebo CDKN2B  

 amplifikace EGFR    metylace MGMT 90 % 

 mutace PDGFRA  oligodendrogliom,  mutace CIC 

 mutace NF1 IDHmut mutace FUBP1  

 navýšení chromozomu 7 1p/19q kodeletovaný mutace NOTCH1 

 mutace PTEN  mutace PI3K  

 amplifikace MDM2  delece CDKN2A nebo CDKN2B  

  metylace MGMT 40 %   metylace MGMT 65-100 % 

astrocytom, IDHwt ztráta PTEN astrocytom, IDHmut mutace TP53 

 amplifikace EGFR  delece CDKN2A nebo CDKN2B  

 mutace TP53  amplifikace MYC 

 mutace PIK3CA   mutace RTK nebo RIS 

 metylace MGMT 55 %   metylace MGMT 85 % 

 

 

Objev molekulárních markerů a jejich integrace do klinické praxe a cílené léčby se uplatnil napříč celým 

spektrem solidních nádorů. To bohužel ale neplatí pro gliální nádory. I přes velký počet studií 

zaměřených na cílenou terapii, končí většina neúspěšně již ve fázi tři klinického testování a pouze 

ojedinělé případy terapeutik jsou schváleny pro glioblastom. 
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2. Experimentální část  

2.1. Cíle práce  

Vzhledem k nové klasifikaci nádorů CNS, kde jsou u difúzních astrocytárních a oligodendrogliálních 

nádorů posuzovány nejen histologické parametry, ale nově je k nim přiřazen i klíčový status IDH a 

kodelece 1p/19q. Pro přesnou klasifikaci je důležité se řídit takzvanou vrstvenou klasifikaci založenou 

na molekulární informaci, WHO gradu, histologické klasifikace a poslední vrstvou je integrovaná 

diagnóza. Klíčovým parametrem pro posuzování prognózy a léčebného směru pacientů s gliálním 

nádorem je v současné době wild type/mutovaný IDH gen.  

Dle WHO je doporučováno imunohistochemické stanovení varianty IDH1 R132H u všech pacientů a 

následně, pokud se jedná o pacienty IHC R132H negativní a mladší 55 let, využít sekvenování pro méně 

časté varianty. Odůvodněním je 90 % přítomnost této varianty u gliálních nádorů a pouze v 10 % 

případů se jedná o raritní varianty IDH. Vzhledem k tomu, že se nyní jedná o nejdůležitější molekulární 

marker, je v zájmu dobré klinické praxe jeho přesné stanovení.  

Jak již bylo zmíněno, IDH status je označen jako prognosticko prediktivní marker a odlišení pacientů 

s wild type nebo mutovanou variantou je nutností. To je však s ohledem na velké množství získaných 

informací o molekulárně cytogenetické podstatě tohoto onemocnění stále pouze špičkou ledovce. 

V rámci podskupin definovaných dle statusu IDH zůstává ještě velký prostor pro další rozdělení na 

základě přesnější molekulární charakteristiky. 

 

Cílem předkládané doktorské práce bylo studium molekulárně genetických alterací u gliálních nádorů 

v souvislosti s jejich klinickými charakteristikami se zaměřením na přesnou diagnostiku mutací IDH1/2: 

1. Provedení porovnávací metodické studie sekvenačních metod pro přesné stanovení mutací 

IDH1/2. 

2. Provedení molekulárně genetické analýzy vzorků glioblastomů po selekci pouze na IDH wild type a 

stanovení prognostické role vyšetřovaných biomarkerů u této skupiny. 
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2.2. Mutace IDH1/2 u českých pacientů s difuzním gliomem: retrospektivní masivně 
paralelní analýza z jednoho centra 

2.2.1. Úvod 

 

Světová zdravotnická organizace donedávna klasifikovala nádory centrálního nervového systému 

pouze podle histologické charakteristiky. V roce 2016 byla tato charakteristika rozšířena o molekulární 

parametry12,211,212 z důvodu zlepšení diagnózy a léčby pacientů. Zejména genetické markery (IDH1/2, 

ATRX, TP53 a kodelece 1p/19) sloužící jako diagnostické nástroje vedly k vývoji robustních a 

reprodukovatelných algoritmů, které v porovnání se samotnou histologií přesněji predikují přežití 

pacientů. 

Exomové sekvenování glioblastomů z roku 2008 odhalilo missense mutace isocitrát dehydrogenázy 17, 

což je gen zapojený do Krebsova cyklu.  To vedlo k objasnění častých genetických změn během časné 

fáze vzniku gliomů a sekundárního glioblastomu, což značně pomohlo k pochopení gliálních nádorů a 

zlepšení jejich klasifikace. IDH1 a IDH2 se uplatňují v buněčných procesech jakými jsou odpověď na 

glukózový metabolizmus, lipogeneze a regulace redoxního stavu213. Za normálních okolností katalyzuje 

enzym IDH konverzi isocitrátu na α-ketoglutarát pomocí dekarboxylace. Nejčastější aberace gliomů 

jsou mutace v aminokyselinových zbytcích IDH1 a IDH2, přesněji Arg132 a Arg172. Tyto mutace 

indukují neomorfickou enzymovou aktivitu: místo wild type aktivity katalyzují mutované proteiny 

redukci α-ketoglutarátu na onkometabolit D-2-hydroxyglutarát vedoucí k maligní transformaci 

zahrnující epigenetické změny a aberantní diferenciaci72. Mutace IDH1/2 byly identifikovány jako 

markery přežití214,215 a právě tyto mutace se staly zásadními diagnostickými nástroji používanými 

v klinické praxi u gliálních nádorů12. 

Incidence mutací IDH1 je u glioblastomu okolo 12 %7, v případě gliomů grade II-II a sekundárních 

glioblastomů byly mutace nalezeny přibližně u 80 % vzorků216–220. Mutace IDH2 jsou méně časté a 

vzájemně se vylučují s mutacemi v IDH1221,222. Všechny mutace IDH1 a IDH2 vyskytující se u 

glioblastomů jsou missense mutace v jedniné aminokyselině a to argininu 132 (IDH1 R132) a 172 (IDH2 

R172). Nejčastější variantou je IDH1 R132H s incidencí čítající 85 % gliomů223 a projevuje se jako 

heterozygotní missense mutace, kde dojde k záměně argininu na histidin (CGT→CAT). Tato mutace 

mění aktivní místo enzymu, snižuje jeho katalytickou aktivitu a afinitu k isocitrátu224.  

Detekce variant R132 a R172 má vliv na diagnózu gliomů225, prognózu222,226a potencionálně i 

léčbu227,228. Bohužel pouze tato varianta je detekovatelná imunohistochemicky, vyšetření dalších 

variant je možno pouze Sangerovým sekvenováním nebo next generation sekvenovaním12. Na základě 

studií vyšetřujících efekt věku pacienta, grade nádoru a status IDH1 R132H pomocí imunohistochemie, 

je doporučení WHO z roku 2016 sekvenovat pacienty s gliomem mladší 55 let pro odhalení raritních 

variant IDH v případě, že byli dle munohistochemie IDH1 R132H negativní12,87,229. Vyšetření na mutace 

IDH se tak stalo v případě gliálního nádoru klíčovým diagnostickým nástrojem, avšak tento přístup není 

nákladově efektivní u všech pacientů87.  

Vzhledem k tomu, že stav mutací IDH je zásadní pro diagnostický algoritmus pro integrovanou 

klasifikaci difúzních astrocytárních a oligodendrogliálních nádorů, je v dnešní době odhalení skutečně 

pozitivních/negativních vzorků nutností. Naším cílem bylo odhalit vzorky pomocí masivního 

paralelního sekvenování, které byly označeny pomocí imunohistochemie jako falešně negativní a zda 
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existuje způsob pro snížení výdajů a/nebo zvýšení účinnosti genotypování za použití různých metod 

next generation sekvenování. Naše fast IDH metoda je vhodná pro genotypizaci známých hot spotů u 

somatických mutací a vykazuje konkordantní výsledky s komerčně dostupným kitem (Nextera XT kit, 

Illumina). 

 

2.2.2. Materiál a metodika 

Studovaná skupina a vzorky tkáně 

Studovaná kohorta se skládala z 275 pacientů s gliomem, kteří podstoupili chirurgické odstranění 

nádoru na Neurochirurgické klinice v Olomouci mezi roky 2011 a 2017. Tkáň od každého pacienta byla 

uchována jako FFPE a tyto vzorky byly validovány patologem se zkušenostmi s CNS nádory. 

 

Imunohistochemie 

Tkáňové řezy o tloušťce 1-2 µm byly předem ošetřeny pomocí systému PT Link (Agilent) při 97 ° C, pH 

9 po dobu 20 minut, aby se zajistilo odkrytí epitopu. Peroxid vodíku byl použit na blokování endogenní 

peroxidázové aktivity. Řezy byly následně ošetřeny primární protilátkou, Anti-IDH1 R132H, klon H09 

(Dianova, Hamburg, Německo), v ředicím poměru 1:100 po dobu 20 min při pokojové teplotě. EnVision 

Flex+, Mouse, High pH (Agilent DAKO) byl použit pro amplifikaci signálu primární protilátky. Po aplikaci 

sekundární protilátky EnVision, Flex/HRP (Agilent DAKO) po dobu 20 min, bylo k vizualizaci reakce 

použito systému DAB+ Substrate Chromogen (Agilent DAKO). 

 

Fluorescenční in situ hybridizace 

Kodelece 1p/19q byla detekována pomocí fluorescenční in situ hybridizace (FISH), která byla 

provedena na FFPE tkáních dle doporučení výrobce (IntellMed, Ltd., Olomouc, Czech Republic). Pro 

zjištění počtu kopií chromozomů byly použity lokusově specifické sondy pro oblasti 1p36.3 a 19q13. 

Alespoň 100 nepřekrývajících se jader bylo vyšetřeno v každém vzorku. 

 

Genotypizace IDH1 a IDH2 pomocí next generation sekvenování 

Protokoly používané pro extrakci DNA z FFPE tkáňových řezů a genotypizace IDH1 R132 a IDH2 R172 

jsou uvedeny níže. Ke zvýšení spolehlivosti výsledků byly použity dvě metody založené na NGS. 

Genotypování se také opakovalo v případě nesouhlasných výsledků. První metoda zahrnovala 

amplifikaci specifických oblastí a přípravu knihovny pomocí tagmentace (Nextera XT kit, Illumina). 

Druhá metoda fast zahrnovala amplifikaci se specifickými primery obsahujícími přesahy potřebné pro 

sekvenování. 

 

Genotypizace IDH1 R132 a IDH2 R172 metodou fast IDH 
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Pro obě metody sekvenování byla vyizolována DNA pomocí Roche Cobas® kit and a Cobas® DNA sample 

preparation kitu. QPCR amplifikace byla provedena za použití 1 μl or 5 μl celkové DNA (v závoslosti na 

koncentraci: > 30 ng/μl nebo > 10 ng/μl) pomocí Thermo-Start Taq DNA Polymerase (ThermoFisher 

Scientific, 1U), 10X PCR Thermo-Start Buffer (ThermoFisher Scientific) MgCl2 (ThermoFisher Scientific), 

dNTP (Bioline) a EvaGreen 20x (Biotinium). PCR primery byly vyrobeny firmou Generi-Biotech a 

z důvodu licencování této technologie firmou Biovendor (Brno, Česká republika) nejsou uvedeny. 

Očekávané uvedení na trh je přibližně druhý nebo třetí kvartál 2021. PCR multiplex reakce (IDH1 a IDH2 

reakce) byla provedena za těchto podmínek: 95 ° C po dobu 2 min, poté 40 cyklů s profilem: 15 s při 95 

°C, 30 s při 62 °C a 30 s při 72 °C (pro fluorescenční skenování byl nastaven FAM kanál), konečná 

inkubace byla po dobu 5 min při 72 °C a tání nastaveno od 60 °C do 95 °C se skenováním fluorescence 

kanálem FAM při 0,5 °C. Po amplifikaci následovala purifikace amplikonů pomocí QIAquick PCR 

Purification Kit (Hilden, Německo, QIAGEN). Koncetrace produktu byla změřena pomocí Qubit 2.0 HS 

DNA kit (Invitrogen). Sekvenační knihovna byla zředěna a denaturována 0,1 M NaOH (koncentrace DNA 

= 10 μM). Knihovna obsahovala přibližně stejné množství každého vzorku. Sekvenování bylo provedeno 

na sekvenátoru Illumina MiSeq pomocí sady MiSeq V2 Nano 300 bp nebo V3 150 bp za použití 

sekvenčních čtení 2 x 75 bp s vlastními sekvenčními primery, které jsou součástí uvedené technologie. 

Analýza byla provedena pomocí softwaru MiSeq Reporter pomocí funkce Somatic Variant Caller. 

Výstupní soubory vcf byly zpracovány pomocí aplikace Excel (Microsoft). Za účelem identifikace mutací 

v genech IDH1 a IDH2 byla stanovena kritéria pro mutace přítomné v kodonech 132, 172 s frekvencí 

> 5% a pokrytím > 1000. 

 

Genotypizace IDH1 R132 a IDH2 za použití Nextera XT Library Prep Kit 

Pro sekvenování IDH1 R132 a IDH2 R172 byla pro amplifikaci odpovídající DNA sekvence použita 

metoda PCR. Složení PCR master mixu bylo následovné: 0,5x EvaGreen® Dye (Biotium Inc., Fremont, 

CA, USA), 1U ThermoStart polymerase s doporučeným 1x buffer (ThermoScientific, Waltham, MA), 

200 μM dNTPs (Bioline, London, UK), 2 mM MgCl2 (ThermoScientific, Waltham, MA) a 0,25 μM 

primerových páru uvedených v Tabulce 4 (Generi Biotech, The Czech Republic). Přibližně 20 ng DNA 

bylo doplněno DEPC-vodou (ThermoScientific, Waltham, MA) do objemu 20 μl. Z důvodu odlišných Tm 

hodnot, byla použita touchdown PCR na cykleru LightCycler®480 (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany). Podmínky amplifikace byly následovné: počáteční denaturace při 95 °C po dobu 15 min, 

poté 1°C/cyklus, touchdown cykly po 15s (začátek při 95 °C), poté 35 cyklů při 95 °C po dobu 10 s, 60 

°C po dobu 15 s, a 72 °C po dobu 15 s. Pro evaluaci dat byl použit LightCycler®480 (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Germany) a kontrola kvality byla provedena pomocí QIAxcel® (QIAGEN, Hilden, Germany). 

PCR produkty byly purifikovány pomocí QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) a 

koncentrace amplikonů byla změřena na IMPLEN NanoPhotometer Pearl® (Implen, München, 

Germany). Příprava knihovny byla provedena za použití Nextera™ XT Library Prep Kit (Illumina Inc., San 

Diego, CA, USA) a Nextera™ XT Index Kit (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) dle návodu od výrobce. PCR 

produkty a indexy byly přečištěny pomocí QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) a 

finální koncentrace byla změřena na Qubit® 2.0 (Life Technologies, MA, USA). Sekvenování a analýza 

byla provedena pomocí MiSeq a MiSeq Reporter software za použití Somatic Variant Caller funkce se 

stejnými parametry jaké byly použity u fast IDH metody.  
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Tabulka 4: Primery použité pro amplifikaci IDH1 R132 a IDH2 R172 při použití metody Nextera XT. 

gen primer sekvence DNA délka amplikonu 

IDH1 R132 forward 5´-CGGTCTTCAGAGAAGCCATTAT-3´ 
100 bp 

 reverse 5´-TCACATTATTGCCAACATGACTTAC-3´ 

IDH2 R172 forward 5´-AAACATCCCACGCCTAGTCC-3´ 
200 bp 

 reverse 5´-AGGTCAGTGGATCCCCTCTC-3´ 

 

2.2.3. Výsledky 
 

2.2.3.1. Imunohistochemie 

Vzorky 275 pacientů (průměrný věk = 60,2 let) byly histologicky hodnoceny patologem dle doporučení 

CNS WHO z roku 2016, z nichž 11 vzorků nebylo možné imunohistochemicky vyšetřit na IDH1 R132H 

(Tabulka 5)12. Vzorky byly následně rozděleny podle pozitivity IHC R132H (mutované) nebo negativity 

(WT). Data byla stratifikována podle podtypu nádoru; imunoreaktivita R132H byla pozorována u 60 z 

275 vzorků (22 %). 

 

Tabulka 5: Histologické subtypy difuzních gliomů zahrnutých do studie jednoho centra provedenou mezi roky 

2011 – 2017 a charakteristika jednotlivých podskupin.  

diagnóza grade N/celkem (%) M/Ž průměrný věk/rozpětí  

IHC – IDH1 R132H WT         

oligodendrogliom II 1/10 (10 %) 0/1 9,3 

     kodelece 1p/19q    0/0 (0 %) 0/0 - 

anaplastický oligodendrogliom III 4/12 (33,3 %) 2/2 54,1 (30,3-54,1) 

difuzní astrocytom II 17/40 (42,5 %) 10/7 43,0 (22,8-76,1) 

anaplastický astrocytom III 22/35 (62,9 %) 9/13 64,6 (33,2-81,6) 

glioblastom IV 162/178 (91,0 %) 104/58 61,8 (23,7-84,3) 

IHC – IDH1 R132H mutovaný         

oligodendroglioma  II 9/10 (90 %) 6/3 49,3 (33,1-73,0) 

     kodelece 1p/19q    6/8 (75 %) 4/2 51,7 (34,3-73,0) 

anaplastický oligodendrogliom III 8/12 (66,7 %) 3/5 49,6 (33,1-68,7) 

difuzní astrocytom II 22/40 (55 %) 10/12 42,3 (23,1-70,8) 

anaplastický astrocytom III 9/35 (25,7%) 5/4 40,0 (27,6-56.7) 

glioblastom  IV 12/178 (6.7 %) 7/5 47,9 (33,8-75,2) 
 

WT - wild type, M - muži; Ž- ženy. 
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2.2.3.2. FISH 

Všeobecně nejsou u oligodendrogliomu230 stanoveny závazné cut off hodnoty detekce delecí 1p nebo 

19q, proto jsme cut off stanovili na 20 % jader obsahujících pouze jednu kopii. Analýza FISH prokázala 

přítomnost kodelece 1p/19q v 6 z 8 IHC R132H pozitivních vzorků; i přes opakování nebylo možné jeden 

vzorek analyzovat zřejmě kvůli chybě zpracování tkáně.  

 

2.2.3.3. Sekvenování IHC IDH1 wild type pacientů mladších 55 let 

Pro maximalizování efektivity nákladů danou nízkou prevalencí mutací IDH u pacientů ≥ 55 let87, byly 

sekvenovány pouze nádory od pacientů mladších 55 let s IDH1 WT podle IHC vyšetření (n = 63) 

(Tabulka 5). Výsledky sekvenování prokázaly, že 10 z 63 vzorků (16 %) vykazovalo mutaci IDH1 R132 

nebo IDH2 R172. Obě uvedené metody sekvenování poskytly konzistentní výsledky pro všech deset 

pozitivních vzorků; 2 vzorky nebylo možné analyzovat alespoň jednou z metod (Tabulka 6). Podle 

očekávání byly detekovány vzácné mutace IDH1 (společný výskyt R132S a R132C ve 3 vzorcích). Dále 

bylo zjištěno, že 3 vzorky nesou vzácné mutace IDH2 v kodonu 172, které nelze imunohistochemicky 

detekovat. U 4 vzorků byla nalezena mutace IDH1 R132H i přesto, že byly tyto vzorky označeny dle 

imunohistochemické analýzy jako IDH1 R132H wild type. Dva vzorky nebylo možné analyzovat kvůli 

nízké kvalitě DNA a špatné PCR amplifikaci. Jeden vzorek z celkových 11 vzorků, které nebylo možné 

imunohistochemicky stanovit a splnil věkové kritérium, byl jednoznačně vyšetřen jako pozitivní na 

mutaci IDH1 R132H (Tabulka 6, případ č. 8). 

Tabulka 6: Charakteristika pacientů a výsledky genotypizace získané metodami FastIDH method a Nextera XT 

Library Prep Kit.  

č. věk pohl. strana lalok subtyp grade Nextera 
MAF, 

% fast 
MAF, 

% 

1 53 Ž P čelní anaplastický oligodendrogliom III IDH2 R172K 56 IDH2 R172K 48 

2 30 M L čelní difuzní (fibrilární) astrocytom II IDH2 R172M 59 IDH2 R172M 46 

3 32 M L čelní difuzní (fibrilární) astrocytom II IDH1 R132C 14 IDH1 R132C 13 

4 33 Ž L čelní anaplastický astrocytom III IDH1 R132C 64 IDH1 R132C 48 

5 33 Ž L čelní difuzní (fibrilární) astrocytom II IDH1 R132S 35 IDH1 R132S 34 

6 33 Ž L čelní difuzní (fibrilární) astrocytom II IDH1 R132H 23 IDH1 R132H 29 

7 35 M L spánkový diffuzní astrocytom II IDH1 R132H 15 IDH1 R132H 35 

8 38 M L spánkový difuzní (gemistocytární) astrocytom II IDH1 R132H 26 IDH1 R132H 28 

9 54 M L spánkový anaplastický oligoastrocytom III IDH2 R172K 50 IDH2 R172K 38 

10 47 Ž P čelní difuzní astrocytom II IDH1 R132H 15 IDH1 R132H 15 

11 45 M P čelní glioblastom IV NA - NA - 
12 53 M P spánkový glioblastom IV wt - NA - 

 

Ž – žena, M – muž, wt – wild type, MAF – mutační alelická frakce ve vzorku. 

 

2.2.3.4. Kontrola kvality sekvenovacích metod 

Typická NGS assay se skládá z >30 PCR cyklů, která zahrnuje amplifikaci cílené oblasti DNA více než 

trilionkrát, to je následováno manipulací amplikonů, což vede k obavě z kontaminace a 

opakovatelnosti výsledků. V Tabulce 7 jsou uvedeny výsledky analýzy různých typů kontrol pro fast IDH 



38 
 

metodu. Pro zvýšení možné kontaminace jsme seřadili vzorky pro zpracování pravidelným střídáním 

wild type vzorku s negativním nebo pozitivním na IDH1 R132H jak je v Tabulce 7 uvedeno. Jako 

negativní kontrola byla použita vysoce fragmentovaná (<100 bp) DNA s nízkou koncentrací (~ 1ng / µl) 

izolovaná z krve; jako negativní kontrola byl vzorek bez DNA (no template), nastavení a zpracování dat 

byla nastavena standardně. Na základě analýzy nebyla pozorována žádná kontaminace; wild type 

vzorky obsahoval 0,17 % varianty c.395G>A (n = 6), což se považuje za celkovou chybu způsobenou 

přípravou knihovny pro sekvenování platformou Illumina231. Co se týče no template/fragmentované 

DNA, pozorovali jsme v průměru méně než jednu variantu c.395G>A a 3 ready varianty c.395G> A (n = 

12). Za předpokladu, že pro zpracování je zapotřebí ≥ 1000 čtení, je kontaminace < 0,3 %. Analýzou 

byla potvrzena vysoká míra opakovatelnosti a reprodukovatelnosti u vzorku obsahujícího c.395G> A. 

VAF byl roven 32,1% + - 0,6% (n = 8, průměr + - SD). 

Tabulka 7: Kontrola kvality fast IDH assaye, byla použita data ze tří nezávislých běhů. Jako negativní kontrola byla 

použita ultrazvukově fragmentovaná DNA vyizolovaná z krve s mediánem velikosti fragmentace <100 bp. Do 

sekvenační knihovny byla přidána kontrola bez templátu (no template) z důvodu sledování kontaminace podle 

záměny indexu (index hopping) a/nebo kontaminace z předchozího běhu. DNA izolovaná z tkáně gliálního nádoru 

se známým statusem mutace IDH1/2 byla použita jako pozitivní kontrola a wild type kontrola.  

ID běhu index vzorek 
výsledek (pokud 

je dostupný) 
c.395A počet 

(R132H) 
celkový počet 

čtení 

     VAF  
c.395G>A 
(R132H)  

FR124 i30 neg. kontr. fr. DNA   0 0 NA 

FR124 i31 pozitivní kontrola 1 IDH1 R132H 1990 6078 32,7% 

FR124 i32 neg. kontr. fr. DNA  1 7 NA 

FR124 i33 pozitivní kontrola 1 IDH1 R132H 1695 5294 32,0% 

FR124 i35 neg. kontr. fr. DNA  0 0 NA 

FR124 i36 pozitivní kontrola 1 IDH1 R132H 1853 5663 32,7% 

FR124 i38 wt kontrola 1 wt 5 4258 0,1% 

FR124 i41 neg. kontr. fr. DNA  3 4 NA 

FR124 i42 pozitivní kontrola 1 wt 2352 7490 31,4% 

FR122 i30 wt kontrola 2 wt 7 3569 0,2% 

FR122 i32 pozitivní kontrola 1 IDH1 R132H 1290 3994 32,3% 

FR122 i36 wt kontrola 2 wt 3 1268 0,2% 

FR122 i38 pozitivní kontrola 1 IDH1 R132H 1539 4829 31,9% 

FR122 i36 wt kontrola 2 wt 7 4761 0,1% 

FR122 i42 pozitivní kontrola 1 IDH1 R132H 1651 5077 32,5% 

FR122 i31 neg. kontr. no template  0 15 NA 

FR122 i33 neg. kontr. no template  0 0 NA 

FR122 i35 neg. kontr. no template  0 0 NA 

FR120 i30 neg. kontr. no template  1 5 NA 

FR120 i31 neg. kontr. no template  0 7 NA 

FR120 i32 neg. kontr. no template  0 0 NA 

FR120 i33 neg. kontr. no template  0 1 NA 

FR120 i35 neg. kontr. no template  0 0 NA 

FR120 i36 pozitivní kontrola 2 IDH1 R132H 5744 14602 0,39 

FR120 i38 pozitivní kontrola 1 IDH1 R132H 4702 15031 0,31 

FR120 i41 wt kontrola 3 wt 26 17907 0,1% 
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FR120 i42 wt kontrola 4 wt 18 15300 0,1% 

    

Average 
c.395A count  

Aver. total read 
count 

VAF 
average +-
SD 

  

IDH1 R132H pozitivní 
kontrola 1 (n=8)  2134 6131 

32,1% 
±0,6%  

  wt kontroly (n=6)  8 12259 
0,17%± 
0,04%   

  

neg. kontrola: ne 
template/fr. DNA (n=12)  0,2 44199 NA 

 

VAF – frakce alelové varianty/variant allele fraction, NA – nedetekovatelné, SD – standardní odchylka. 

 

2.2.4. Diskuze 

Integrace fenotypových a genotypových parametrů do klasifikace nádorů CNS značně zlepšilo 

diagnózu. Četnost varianty mutace IDH1 R132H je udávána okolo 90 % (v naší studované populaci byla 

frekvence 91 %) a právě tuto mutaci lze detekovat imunohistochemických vyšetřením232. IHC detekce 

varianty IDH1 R132H byla provedena za pomoci protilátky DIA-H09, u které je udávaná očekávaná míra 

skutečně pozitivních vzorků okolo 88-99 %. Za předpokladu, že všechny vzorky označené jako IDH1 

R132H pozitivní dle IHC by byly také IDH1 R132H pozitivní sekvenováním, míra shody metod 

sekvenování a IHC by byla 94 % (60/64). Kromě zmiňované varianty R132H je známa řada dalších 

mutací IDH1, včetně R132C (jejichž frekvence u pacientů s gliomem je kolem 3 %; v naší studované 

populaci to bylo 3 %), R132S (frekvence v této práci: 1 %) a R132G a R132L (jejichž udávaná frekvence 

je v obou případech kolem 1%; v této práci nebyla ani jedna varianta detekována). Varianty IDH2 jsou 

méně časté, přičemž R172K byla pozorována u 3 % pacientů s gliomem (3 % v naší studii), R172M (1 % 

v naší studii), R172W (v naší studii nebyla nalezena) a R172S (v naší studii nebyla nalezena) s 

frekvencemi přibližně 1 %78. Naše data se shodují s již dříve publikovanými výsledky četnosti a 

frekvence jednotlivých variant mutací IDH u gliomů.  

Status IDH1 je zásadní pro diagnostiku a výběr vhodné strategie léčby. Prvním krokem při léčbě gliomu 

je obvykle provedení bezpečné radikální resekce, která poskytne dostatečné množství nádorové tkáně 

pro spolehlivou diagnostiku. Bez ohledu na grade nádoru by mělo být pohlíženo na IDH wild type 

gliomy jako na glioblastom a měly by být léčeny agresivní chemoradioterapií podle Stuppova 

protokolu. Léčba gliomů exprimujících mutované varianty IDH by se měla řídit dle klinických a 

molekulárních markerů. U radikálně resekovaných nádorů nízkého gradu, které vykazují jak kodeleci 

1p /19q, tak mutaci IDH, lze dokonce uvažovat o úplném vynechání onkoterapie a pouze doporučit 

sledování stavu pacienta233. 

Jak je uvedeno výše, přesné určení statusu IDH je nesmírně důležité pro výběr efektivní léčebné 

strategie a určení prognózy pacientů s difuzním gliomem. Finanční zátěž diagnostiky gliomů vzrůstá 

z důvodu složitosti a velkého množství laboratorních metod. WHO doporučuje testování všech IHC IDH 

negativních vzorků pacientů mladších 55 let, což v naší studii čítá 63 pacientů z 275 (23 %). Naše studie 

také zahrnovala 4 vzorky z 12, u nichž bylo prokázáno, že jsou dle sekvenace IDH1 R132H pozitivní. 

Tyto výsledky naznačují, že dochází k úspoře více než dvou třetin nákladů a s přiměřenou účinností jsou 

odhaleny méně časté mutace a falešné negativní vzorky. Tyto údaje potvrzují, že je vhodné doplnit 

standardní IHC metodu o genetické sekvenování k potvrzení výsledků a minimalizaci rizika falešně 
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negativních vzorků. Pomocí dvou různých molekulárních přístupů sekvenace byla potvrzena vysoká 

frekvence variant IDH1 u pacientů s gliomem mladších 55 let. 

Imunohistochemické určení mutace IDH1 R132H selhalo u 11/275 (4 %) vzorků v naší kohortě, což 

mohlo být způsobeno chybou v laboratorním postupu nebo nevhodným zpracováním tkáně. Z tohoto 

důvodu je vhodné integrovat druhý kontrolní bod, kterým je sekvenace stěžejních genů zapojených do 

molekulárně histologické definice gliomů. Tento dvoustupňový postup lze použít také pro další geny 

vyšetřované u gliomů, jako je alfa-talasemie/syndrom mentální retardace vázaný na X (ATRX) nebo 

telomerázová reverzní transkriptáza (TERT). 

Na základě současné klasifikace nádorů CNS a rozvoje masivně paralelního sekvenování, je vhodné 

využívat genové panely vyrobené na míru pro pochopení molekulárního pozadí u gliomů234,235. 

Prokázali jsme, že přesnost informací v klinice gliomů se zvyšuje dokonce pouze testováním genů IDH1 

a IDH2. Naše metoda fast IDH MPS vykazuje shodné výsledky s Nextera XT metodou. Příprava knihovny 

Fast IDH zahrnuje pouze jeden krok (PCR amplifikace s purifikací, celkem přibližně 3 hodiny), narozdíl 

od metody Nextera XT (1. PCR amplifikace s purifikací, 2. tagmentace a 3. indexování PCR amplifikace 

s purifikací, celkem přibližně 7 hodin), snižuje se i pravděpodobnost technické chybovosti a je 

zredukována doba potřebná k provedení metody. Celkově metoda fast IDH poskytuje vyšší nákladovou 

efektivitu díky rychlejšímu zpracování vzorků a bude brzy licencována k prodeji. Vzhledem k vysokým 

nákladům na sekvenační chemii jsme v naší laboratoři použili nejmenší průtokovou kyvetu (MiSEQ 

nano) s cenou 380 - 500 eur pro dosažení nákladové efektivity metody. Co se týče rutinní diagnostiky, 

obvykle se sekvenují 2-4 vzorky pro vyšetření mutací IDH1/2 v jednom běhu (jednou týdně nebo každý 

druhý týden). Proto je nezbytné kombinovat sekvenování IDH1/2 i se sekvenováním dalších genů, jako 

jsou KRAS, NRAS, BRAF (rakovina tlustého střeva), EGFR a BRAF (rakovina plic) nebo BRCA1/2 (rakovina 

vaječníků a prsu). Při sekvenování 16 vzorků je cena sekvenování u obou metod přibližně 30 eur za 

vzorek. Náklady na přípravu knihovny, pracovní náklady a provozní náklady tvoří přibližně polovinu 

celkových nákladů (15 eur). Příprava knihovny pomocí NexteraXT stojí kolem 50 EUR za vzorek. Jakmile 

bude fast IDH kit komerčně dostupný, očekávané náklady na vzorek budou 30 - 60 eur. Celkové náklady 

na sekvenování IDH1/2 by dnes byly asi 100 eur nebo dokonce méně. Což vede k otázce nad současnou 

platností modelu publikovaného DeWitt z roku 201787, který je založen na nákladech za NGS čítajících 

1800 USD (~ 1500 eur). I když by to mohlo znít kontroverzně, předpokládáme, že by měly být v dnešní 

době analyzovány pomocí MPS i nádory pacientů starších 55 let a postupně by mohlo NGS zcela 

nahradit imunohistochemické vyšetření IDH IHC. Jediným limitem naší práce může být fakt, že jsme v 

naší práci nesekvenovali IHC wild type vzorky pacientů starších 55 let pro odhalení nekanonických 

mutací nebo falešně negativncích vzorků.  

 

2.2.5. Závěr 

Přesné určení difúzních gliomů je zásadní pro identifikaci vhodné terapie. Gliomy jsou klasifikovány 

pomocí WHO klasifikace nádorů CNS z roku 2016, který je založen na přítomnosti validovaných 

biomarkerů zahrnujících mutace IDH a kodeleci 1p/19q. Prokázali jsme, že vzácné varianty IDH1/2 se 

vyskytují u pacientů s nádory CNS, což potvrzuje předchozí objevy. Naše laboratoř provádí sekvenování 

DNA nádorů označených jako IHC IDH1-negativní u pacientů mladších 55 let a tento postup 

doporučujeme i dalším laboratořím, které mají za cíl přesnou molekulární diagnostiku. 
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2.2.6. Podíl autora dizertační práce na daném tématu 

Uvedená studie je publikována v časopise Applied Immunohistochemistry & Molecular Morphology 

pod názvem IDH1/2 mutations in Czech patients with diffuse gliomas: a single centre retrospective 

massively parallel sequencing analysis (viz Přílohy). Autorka se podílela na designu a koordinaci studie 

včetně provedení vyšetření všech vzorků pomocí sekvenování a FISH. Zpracovala výsledky a následně 

rukopis studie. 
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2.3. Vliv genových aberací na přežití u pacientů s resekovaným glioblastomem IDH wild type 

z jednoho centra 

2.3.1. Úvod 

Glioblastom (GBM) je vysoce invazivní typ nádoru, který není možné kompletně resekovat9,236,237. 

Z tohoto důvodu mají pacienti s GBM špatnou prognózu s mediánem přežití okolo 12 měsíců. Za 

rizikové faktory rozvoje gliomu jsou považovány pokročilý věk, mužské pohlaví, europoidní rasa, 

expozice ionizujícího záření a kouření65,238. Naopak klinické faktory jako jsou nižší věk, performance 

status, maximální celkové resekce a adjuvantní léčba jsou spojovány s lepší prognózou u 

neselektovaných pacientů s GBM239–242.  

Glioblastomy mohou být klasifikovány na základě statusu IDH. GBM s wild type (wt) IDH jsou 

charakterizovány mutacemi v TP53, PTEN a/nebo kompletní ztrátou chromozomu 10, homozygotními 

delecemi CDKN2A/CDKN2B, mutacemi nebo přemírou exprese EGFR a/nebo navýšením počtu 

chromozomového raménka 7p, mutacemi PDGFRA1, mutacemi NF1, amplifikací MDM2 a metylací 

promotoru MGMT243.   

Předmětem této populační studie z jednoho centra bylo určit vliv vybraných genetických aberací a 

klinických faktorů na přežití u resekovaných pacientů s GBM IDH wt, kteří byli po resekci léčeni různými 

způsoby. Klinické postupy vycházející z klasifikace WHO z roku 2007 byly updatovány dle současných 

doporučení klasifikace WHO založené na statusu IDH z roku 2016 41,87.  

 

2.3.2. Materiál a metodika 

2.3.2.1. Pacienti 

Informace o všech pacientech s gliomy léčených ve Fakultní nemocnici Olomouc, Česká republika, byly 

sbírány prospektivně a systematicky od roku 2006. Tato práce je zaměřena na supratentoriální GBM 

IDH wild type u dospělých pacientů, kteří podstoupili resekci a onkoterapii v období mezi červnem 

2006 a červnem 2015. Informace o klinickém statusu pacientů (KS, PS WHO a status kouření) byly 

sbírány spolu s daty ze zobrazovacích metod, histologie a cytogenetických aberací nádorů. Všichni 

pacienti podstoupili brzkou post-operativní magnetickou rezonanci (do 72hodin) ke stanovení 

radikality resekce. Devatenáct pacientů bylo reoperováno v průběhu jednoho týdne od první operace. 

Odstranění více než 80 % nádoru bylo v této studii považováno za nejnižší možný resekovaný objem 

nádoru244,245. Na základě poloautomatické MRI analýze byla stanovena míra resekce v rozmezí 84 % - 

100 % s mediánem čítajícím 85,6 %. Medián postoperativního objemu bylo 2,9 ml. Cílem bylo každého 

pacienta léčit standardní agresivní onkoterapií, avšak pouze část pacientů byla schopna podstoupit 

Stuppův protokol. Velké množství pacientů progradovalo už před nebo v průběhu počáteční fáze 

onkoterapie. Pacienti byli celkem rozděleni do tří skupin: bez terapie, s chemoradioterapií a 

v semipaliativním režimu se samotnou radioterapií v rozmezí 34 – 60 Gy246. Stratifikace kohorty 

založené na aplikovaném onkologickém režimu je uvedena na Obrázku 9. Po resekci následovala 

periodická kontrola provedená každé 3 měsíce pomocí magnetické rezonance až do smrti pacienta. 
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Obrázek 9: Stratifikace kohorty pacientů založená na léčebné modalitě spolu s detaily u aplikované léčby.  

Vzorky nádorové tkáně byly sbírány jak FFPE, tak v čerstvě zmražené formě (-80 °C). Klinický stav a 

informace o kontrole pomocí magnetické rezonance byly sbírány v pravidelných tříměsíčních 

intervalech. Status kouření byl získán z preoperačního dotazníku. Pacienti byli klasifikováni jako 

nekuřáci (83/132 = 62,9 %) za předpokladu, že nikdy nekouřili nebo přestali kouřit před pěti lety od 

diagnózy; zbylí pacienti (49/132 = 37,1 %) byli označeni jako kuřáci. Všechny nádory byly klasifikovány 

dvěma lokálními patology dle nejnovější WHO klasifikace nádorů CNS. Imunohistochemická analýza 

IDH1 R132H a Ki67 byla zahrnuta do standardní procedury klasifikace. Všichni pacienti podepsali 

formulář o informovaném souhlasu. 

 

2.3.2.2. Imunohistochemické stanovení statusu IDH1 R132H 

Kohorta byla složená z pacientů s GBM se statusem IDH wild type dle diagnostických kritérií WHO 2016.  

Tkáňové řezy o tloušťce 1-2 µm ošetřeny za použití PT link system (Agilent) při teplotě 97 °C, pH 9 po 

dobu 20 min pro odkrytí epitopu. Peroxid vodíku byl použit na blokování endogenní peroxidázové 

aktivity. Řezy byly následně ošetřeny primární protilátkou Anti-IDH1R132H klon H09 (Dianova, 

Hamburg, Německo) v ředicím poměru 1:100 po dobu 20 min při pokojové teplotě. EnVision Flex+, 

Mouse, High pH (Agilent DAKO) bylo použito k amplifikaci signálu primární protilátky. Řezy byly poté 

ošetřeny na 20 min sekundární protilátkou, EnVision Flex/HRP (Agilent DAKO) a pro vizualizaci byl 

použito DAB+ Substrate Chromogen System (Agilent DAKO). 

 

2.3.2.3. Imunohistochemické vyšetření statusu Ki67 

Tkáňové řezy o tloušťce 1-2 µm byly tepelně indukovány k odmaskování epitopu pomocí citrátového 

pufru (pH 6) po dobu 10 min při 120 °C. Peroxid vodíku byl použit na blokování endogenní peroxidázové 

aktivity (myší/králičí ImmunoDetector DAB HRP Brown System, Bio SB). Řezy byly následně ošetřeny 
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po dobu 30 min primárními protilátkou, Ki67, klon MIB-1 (Agilent DAKO), ředění 1:200. Poté 

následovalo značení sekundární protilátkou (myší/králičí ImmunoDetector DAB HRP Brown System, Bio 

SB) po dobu 30 min, reakce byla vizualizována pomocí DAB+ Substrate Chromogen. 

 

2.3.2.4. Genotypizace IDH1 R132 a IDH2 R172 

DNA byla vyizolována pomocí Roche Cobas® kitu a Cobas® DNA sample preparation kitu dle instrukcí 

výrobce. qPCR amplifikace byla provedena pomocí celkové DNA o objemu 1 µl nebo 5 µl (v závislosti 

na DNA koncentraci, > 30 ng/μl nebo > 10 ng/μl) s Thermo-Start Taq DNA Polymerase (ThermoFisher 

Scientific, 1U), 10X PCR Thermo-Start Buffer (ThermoFisher Scientific), MgCl2 (ThermoFisher 

Scientific), dNTPs (Bioline) a EvaGreen 20x (Biotinium). Pro multiplex PCR amplifikaci (IDH1 a IDH2 

reakce) byly následující podmínky:  95 °C  po dobu 2 min 15 s, poté 40 cyklů po 15 s při teplotě 95 °C, 

30 s při 62 °C a 30 s při 72 °C (FAM kanál při sledování fluorcence), následované finální inkubací po 

dobu 5 min při 72 °C a melting křivka od 60 °C do 95 °C při sledování fluorescence FAM kanálem při 0.5 

°C.  Po amplifikaci následovalo pročištění amplikonů pomocí QIAquick PCR Purification Kit (Hilden, GER, 

QIAGEN). Koncentrace produktu byla změřena pomocí Qubit 2.0 HS DNA kit (Invitrogen). Sekvenační 

knihovna byla zředěna a denaturována 0,1 M NaOH (DNA koncentrace = 10 μM). Knihovna obsahovala 

přibližně stejná množství každého vzorku. Sekvenování bylo provedeno pomocí Illumina MiSeq 

platformy využívající the MiSeq V2 Nano 300 bp nebo V3 150 bp sekvenační kit a 2 x 75 bp sequenační 

ready. Výsledky sekvenací byly analyzovány pomocí Somatic Variant Caller funkce z MiSeq Reporter 

softwarového balíčku. Získané vcf soubory byly zpracovány pomocí Excel (Microsoft). Mutace IDH1 a 

IDH2 genů byly identifikovány v kodonech 132 a 172 s frekvencí > 5 % a pokrytím >1000. 

 

2.3.2.5. FISH analýza 

FISH analýza byla provedena na FFPE tkáních podle návodu výrobce se sondami LSI 1p36.3, LSI 1q25.2, 

LSI 9p21.3, LSI 19q13, LSI EGFR, LSI CEP7, LSI MDM2, LSI 10p11.1, LSI BCR, LSI 22q12.2, a LSI CCND1 od 

firmy IntellMed, Ltd. (Olomouc, Česká republika) spolu se sondami LSI TP53, LSI RB1, a LSI 13q12.11 od 

firmy Vysis (Downers Grove, IL, USA). Signály byly detekovány a kvantifikovány pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Minimálně 100 nepřekrývajících se jader bylo vyšetřeno v každém vzorku. 

 

2.3.2.6. Nastavení cut off hodnot počtu kopií 

Současné terapeutické protokoly pro gliomy postrádají standardní cut off hodnoty pro molekulární 

aberace. Z tohoto důvodu byly pro každý marker definovány specifické cut off hodnoty našeho souboru 

pomocí maxstat funkce (maxstat R package, ver. 0.7-25) a pomocí surv_cutpoint function (survminer 

R package, ver. 0.4.3) s defaultní hodnotou 0,1 pro minprop parametr (reprezentující minimální 

velikost pozorování ve skupině) a data na přežití bez progrese (čas a událost). Dvě skupiny pacientů 

byly definovány pro každý marker: skupina s nízkým počtem kopií (low copy number, LCN) zahrnující 

počty kopií rovny nebo pod odhadovanou cut off hodnotu, a skupina s vyšším počtem kopií (hight copy 

number, HCN) zahrnující pacienty s počty kopií přesahující cut off hodnotu.  

 



45 
 

2.3.2.7. MGMT metylační status 

Bisulfitová konverze templátové DNA byla provedena pomocí EZ DNA methylation Gold Kit dle návodu 

výrobce (Zymo research, Irvine, USA) byla provedena ihned po izolaci DNA z tkáně gliomů za pomocí 

DNA Sample Preparation Kit (Roche, Pleasanton, USA). MGMT metylace byla detekována za pomocí 

MethyLight real-time metylačně-specifické PCR. Pro kontrolu integrity DNA, kvality bisulfitové 

konverze a PCR reakce, byla paralelně analyzována metylace E-cadherinu (CDH1), Alu-M5 a komerčním 

standardem s metylací a bisulfitově-konvertovanou DNA (Zymo Research). Tato kontrola byla 

provedena zároveň při všech extrakcích z tkáňových vzorků.  

Každá PCR reakce o celkovém objemu 10 μl pro detekci promotorové metylace MGMT, E-cadherinu a 

Alu-M5 obsahovala 1x PCR buffer (QiaGen, Germany), 1 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 0,5 U HotStarTaq 

(QiaGen) a příslušné primery a próby (Tabulka 8). PCR program zahrnoval denaturaci při 95 °C po dobu 

15 min poté 40 cyklů při 95 °C po dobu 30 s, 65 °C po dobu 50 s a 72 °C po dobu 60 s. 

Tabulka 8: Primery a próby použité k detekci promotorové metylace MGMT, E-cadherin a Alu-M5. 

Gen Primer DNA sekvence 
finální 

koncentrace (µM) 

metylace promotoru 
MGMT 

forward 5´- CGAATATACTAAAACAACCCGCG -3´ 1,0 
reverse 5´- GTATTTTTTCGGGAGCGAGGC -3´ 1,0 

próba 
FAM-BHQ-

CAAATCCTCGCGATACGCACCGTTTACG 
0,2 

metylace promotoru E-
cadherin  

forward 5´- AATTTTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT -3´ 1,0 
reverse 5´- TCCCCAAAACGAAACTAACGAC -3´ 1,0 
próba FAM-BHQ-CGCCCACCCGACCTCGCAT 0,2 

metylace promotoru  
Alu-M5  

forward 5´- GGTATGATGGCGTATGTTTGT -3´ 0,17 
reverse 5´- GACTCACCACAACTTCCAC -3´ 0,17 

próba 
FAM-BHQ-

AAACGATTCTCCTACCTCAACCTCCCGAA 
0,03 

 

2.3.2.8. Statistická analýza    

Všechny statistické analýzy byly provedeny za pomocí R Statistical Software, Version 4.0.3 (www.r-

project.org). Pearson’s chi-kvadrát a Fisherův exaktní test byly použity k testování spojitosti mezi 

molekulárními markery a přežitím pro všechny pacienty a pro pacienty léčenými specifickou léčbou. 

Celkové přežití (OS) a přežití bez progrese (PFS) bylo spočítáno pomocí Kaplan-Meierovy metodiky 

(prezentovány jako mediány v tabulkách výsledků). OS bylo počítáno ode dne první operace až do smrti 

či poslední kontroly. Efekt každého molekulárního markeru na OS a PFS bylo vyšetřováno na základě 

Coxova modelu proporčních rizik s jedním faktorem (univariátní model) a s adjustací pro hlavní klinické 

prognostické faktory (multivariátní model, Obrázky 10 a 11), tj. věk v době diagnózy a/nebo (≤ 55 vs. > 

55 let) a Karnofského skóre (KS; < 80 vs. ≥ 80) v jednotlivých skupinách. Vliv každého faktoru na OS 

resp. PFS napříč skupinami bylo vyšetřeno pomocí Coxova modelu proporčních rizik (jeden pro každý 

marker) stratifikovaný podle terapie a adjustovaný pro kategorie věku a kategorie Karnofského skóre. 

2.3.3. Výsledky 

2.3.3.1. Základní charakteristika pacientů 

Studovaná kohorta se skládala ze 132 pacientů s resekovaným GBM IDH wild type. U každého pacienta 

následovala kontrola s tří měsíčním intervalem až do jeho smrti; medián přežití byl 7,6 měsíce (1,0 – 
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113,7 měsíců). Tabulka 9 shrnuje charakteristiku pacientů (pohlaví, věk, KS, lokalizace, kouření a 

adjuvantní terapie) a jejich molekulárně cytogenetické charakteristiky, jmenovitě jejich status počtu 

kopií (HCN a LCN) s ohledem na studované genetické aberace a status metylace promotoru MGMT.  

Tabulka 9: Demografická data pro kohortu pacientů a informace o prevalenci nižšího nebo vyššího počtu kopií 

studovaných markerů.  

characteristika hladina bez terapie RT CHT+RT všichni pacienti 
pohlaví Ž 10/24 (41,7%) 25/50 (50%) 17/58 (29,3%) 52/132 (39,4%) 

 M 14/24 (58,3%) 25/50 (50%) 41/58 (70,7%) 80/132 (60,6%) 

lokalizace GBM F 8/24 (33,3%) 14/50 (28%) 20/58 (34,5%) 42/132 (31,8%) 

 O 3/24 (12,5%) 10/50 (20%) 10/58 (17,2%) 23/132 (17,4%) 

 P 2/24 (8,3%) 9/50 (18%) 13/58 (22,4%) 24/132 (18,2%) 

 T 10/24 (41,7%) 15/50 (30%) 12/58 (20,7%) 37/132 (28%) 

 další 1/24 (4,2%) 2/50 (4%) 3/58 (5,2%) 6/132 (4,5%) 

kuřák* ne 9/24 (37,5%) 33/50 (66%) 41/58 (70,7%) 83/132 (62,9%) 

 ano 15/24 (62,5%) 17/50 (34%) 17/58 (29,3%) 49/132 (37,1%) 

MGMT nemetylovaný 16/23 (69,6%) 31/48 (64,6%) 33/52 (63,5%) 80/123 (65%) 

 metylovaný 7/23 (30,4%) 17/48 (35,4%) 19/52 (36,5%) 43/123 (35%) 

věková kategorie* <=55 2/24 (8,3%) 2/50 (4%) 19/58 (32,8%) 23/132 (17,4%) 

 >55 22/24 (91,7%) 48/50 (96%) 39/58 (67,2%) 109/132 (82,6%) 

Karnofského skóre* 0-79 16/24 (66,7%) 18/50 (36%) 12/58 (20,7%) 46/132 (34,8%) 

 80-100 8/24 (33,3%) 32/50 (64%) 46/58 (79,3%) 86/132 (65,2%) 

Ki67 <= 60 20/24 (83,3%) 41/49 (83,7%) 49/58 (84,5%) 110/131 (84%) 

 > 60 4/24 (16,7%) 8/49 (16,3%) 9/58 (15,5%) 21/131 (16%) 

1q CN <= 2,02 5/15 (33,3%) 12/33 (36,4%) 13/39 (33,3%) 30/87 (34,5%) 

 > 2,02 10/15 (66,7%) 21/33 (63,6%) 26/39 (66,7%) 57/87 (65,5%) 

22q CN <= 2,48 13/16 (81,2%) 30/39 (76,9%) 33/41 (80,5%) 76/96 (79,2%) 

 > 2,48 3/16 (18,8%) 9/39 (23,1%) 8/41 (19,5%) 20/96 (20,8%) 

CEP7 CN <= 2,04 4/16 (25%) 4/41 (9,8%) 10/50 (20%) 18/107 (16,8%) 

 > 2,04 12/16 (75%) 37/41 (90,2%) 40/50 (80%) 89/107 (83,2%) 

BCR CN <= 2,04 6/15 (40%) 11/31 (35,5%) 14/39 (35,9%) 31/85 (36,5%) 

 > 2,04 9/15 (60%) 20/31 (64,5%) 25/39 (64,1%) 54/85 (63,5%) 

EGFR1 CN <= 3,39 6/16 (37,5%) 25/44 (56,8%) 26/53 (49,1%) 57/113 (50,4%) 

 > 3,39 10/16 (62,5%) 19/44 (43,2%) 27/53 (50,9%) 56/113 (49,6%) 

9p21.3 CN <= 1,86 6/17 (35,3%) 10/41 (24,4%) 16/49 (32,7%) 32/107 (29,9%) 

 > 1,86 11/17 (64,7%) 31/41 (75,6%) 33/49 (67,3%) 75/107 (70,1%) 

1p36.3 CN <= 2,13 12/20 (60%) 29/45 (64,4%) 43/52 (82,7%) 84/117 (71,8%) 

 > 2,13 8/20 (40%) 16/45 (35,6%) 9/52 (17,3%) 33/117 (28,2%) 

13q12.11 CN <= 2,01 3/10 (30%) 6/31 (19,4%) 14/41 (34,1%) 23/82 (28%) 

 > 2,01 7/10 (70%) 25/31 (80,6%) 27/41 (65,9%) 59/82 (72%) 

RB1 CN <= 2,26 14/16 (87,5%) 37/42 (88,1%) 42/49 (85,7%) 93/107 (86,9%) 

 > 2,26 2/16 (12,5%) 5/42 (11,9%) 7/49 (14,3%) 14/107 (13,1%) 

P53 CN <= 2,42 14/18 (77,8%) 38/44 (86,4%) 41/52 (78,8%) 93/114 (81,6%) 

 > 2,42 4/18 (22,2%) 6/44 (13,6%) 11/52 (21,2%) 21/114 (18,4%) 

10p11.1 <= 2,11 13/14 (92,9%) 33/36 (91,7%) 35/47 (74,5%) 81/97 (83,5%) 

 > 2,11 1/14 (7,1%) 3/36 (8,3%) 12/47 (25,5%) 16/97 (16,5%) 

19q13 CN <= 1,83 2/18 (11,1%) 4/43 (9,3%) 4/53 (7,5%) 10/114 (8,8%) 

 > 1,83 16/18 (88,9%) 39/43 (90,7%) 49/53 (92,5%) 104/114 (91,2%) 

MDM2 CN <= 1,97 1/17 (5,9%) 5/42 (11,9%) 3/51 (5,9%) 9/110 (8,2%) 

 > 1,97 16/17 (94,1%) 37/42 (88,1%) 48/51 (94,1%) 101/110 (91,8%) 

CCND1 CN <= 2,48 12/14 (85,7%) 29/32 (90,6%) 40/47 (85,1%) 81/93 (87,1%) 

 > 2,48 2/14 (14,3%) 3/32 (9,4%) 7/47 (14,9%) 12/93 (12,9%) 
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*test nezávislosti (chi-kvadrát nebo Fisherův exaktní test), p-hodnota<0,05; RT – radioterapie; CHT+RT – 
chemoradioterapie; Ž – žena; M – muž; F – frontální; O – okcipitální; P – parietalní; T – temporální; BCR – 
breakpoint cluster region protein; EGFR1 – receptor epidermálního růstového faktoru; RB1 – retinoblastoma 1; 
TP53 - tumor protein P53; MDM2 – mouse double minute 2 homolog; CCND1 – cyclin D1; MGMT - O6-
methylguanin-DNA metyltransferáza. 

 

2.3.3.2. Pacienti GBM IDH wild type léčení chemoradioterapií 

Multivariátní analýza odhalila signifikantní spojitost mezi pohlavím a přežitím u pacientů léčených 

chemoradioterapií. Mužské pohlaví, Karnofského skóre a věková kategorie měli negativní dopad na 

PFS (HR = 1,9; p = 0,046) a OS (HR = 2,1; p = 0,03). 

Vysoká exprese Ki67 byla spojena s kratším OS (medián = 7,9 měsíců vs. 15 měsíců pro nízkou expresi 

Ki67; HR = 2,9, p = 0,005) a PFS (medián = 4,4 měsíce vs. 9,6 měsíce pro nízkou expresi Ki67; HR = 4,5, 

p = <0,001) ve skupině léčené chemoradioterapií. Stejný efekt byl pozorován v případě Coxova modelu 

pro kategorizovaný věk a Karnofského skóre (HR(OS) = 3,2; p = 0,003; HR(PFS) = 4,8; p = < 0,001).  

Dále měli pacienti s 22q12.2 HCN kratší PFS než pacienti s LCN (medián = 6,1 měsíců vs. 9,7 měsíců; p 

= 0,006), což bylo potvzeno i multivariátní analýzou (HR = 4,8; p = 0,002). Multivariátní analýza 

adjustovaná pro věk a Karnofského skóre navíc prokázala vliv 22q12.2 HCN na kratší OS (HR = 2,6; p = 

0,033). 

CCND1 HCN predikuje delší PFS u skupiny pacientů léčených chemoradioterapií (medián = 13,3 měsíců 

vs. 6,9 měsíců u pacientů s CCND1 LCN; p = 0,015) a dále byl spojován se sníženým relativním rizikem 

(HR = 0,3; p = 0,011). CCND1 HCN byl také spojen s delším OS (medián = 18,9 měsíců vs. 13,6 měsíců 

pro pacienty s CCND1 LCN; p = 0,029), což bylo i potvrzeno nižším relativním rizikem (HR = 0,3; p = 

0,026). 

19q13 HCN status byl spojen s delším PFS (medián = 8,9 měsíců vs. 5,5 měsíců pro pacienty s 19q13 

LCN; p = 0,037) a nižším relativním rizikem (HR = 0,3; p = 0,025).  

MDM2 HCN status byl signifikantně spojen s delším PFS (medián = 8,8 měsíců vs. 3,9 měsíce u pacientů 

s MDM2 LCN; p <0,001) a OS (medián = 14,8 měsíců vs. 5,2 u pacientů s MDM2 LCN; p <0,001) ve 

skupině pacientů léčených chemoradioterapií. Tento závěr byl potvrzen i multivariátní analýzou, kde 

byla relativní rizika MDM2 snížena jak u PFS (HR= 0,1; p = 0,002) tak u OS (HR= 0,1; p = 0,003). 

Nakonec p53 HCN bylo signifikantně spojeno s delším OS (medián = 18,9 měsíců vs. 13,6 u pacientů s 

p53 LCN; p = 0,032) ve skupině pacientů léčených chemoradioterapií, avšak tento závěr nebyl potvrzen 

multivariátní analýzou. Mutivariátní analýza ale potvrdila možné spojení mezi RB1 HCN a PFS (HR = 2,8; 

p = 0,026) u této skupiny pacientů. 

 

2.3.3.3. Pacienti GBM IDH wild type léčení radioterapií 

Signifikantí snížení OS bylo nalezeno u 1q HCN (medián = 3,9 měsíce vs. 8,9 měsíců u pacientů s 1q 

LCN; p = 0,022) i u PFS (medián = 2,7 měsíce vs. 4,6 měsíců u 1q LCN patients; p = 0,019) což potvrzují 

i relativní rizika multivariátního modelu u obou parametrů - OS (HR = 2,7; p = 0,022) a PFS (HR = 4,2; p 

= 0,01) ve skupině pacientů léčených radioterapií. 
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22q12.2 HCN byl označen jako negativní prognostický faktor PFS (medián = 2,3 měsíce vs. 3,6 u 

pacientů s 22q12.2 LCN ; p = 0,042). Multivariátní model pro tento marker také potvrdil nižší relativní 

riziko (HR=2,4; p = 0,038). 

BCR HCN má prokazatelně vliv na kratší OS (medián = 5,3 měsíců vs. 8,5 měsíců u pacientů s BCR LCN; 

p = 0,039), což bylo i potvrzeno multivariátní analýzou (HR = 2,4; p = 0,042).  

RB1 HCN bylo spojeno s kratším OS (medián = 3,6 měsíce vs. 6,9 u pacientů s RB1 LCN; p = 0,012) a tato 

spojitost byla potvrzena i odhadem relativního rizika (HR = 3,8; p = 0,013). 

 

2.3.3.4. Pacienti GBM IDH wt bez terapie 

Protože tato skupina pacientů bez léčby obsahovala pouze 24 subjektů, některé parametry nebylo 

možné vyhodnotit. I přesto bylo v této skupině mužské pohlaví spojeno s kratším PFS (medián = 0,6 

měsíce vs. 1,7 měsíce u žen; p = 0,015), což bylo potvrzeno i vyšším odhadem relativních rizik (HR = 

5,7; p = 0,02).  

Status kouření byl také spojen s kratším PFS pacientů bez terapie (medián = 0,7 vs. 1,8 měsíce pro 

nekuřáky; p = 0,036), což bohužel multivariátní analýza nepotvrdila. 

CCND1 HCN bylo spojeno s kratším OS (medián = 1,3 vs. 3,1 měsíců u pacientů s CCND1; p = 0,043) ve 

skupině neléčených pacientů se značně vyšším odhadem relativních rizik (HR = 12,8; p = 0,049).  Avšak 

spolehlivost těchto výsledků je limitována nízkým počtem případů. 

 

2.3.3.5. Statistická data celé kohorty GBM IDH wt 

Pro zjištění vlivu každého faktoru na OS popřípadě na PFS napříč všemi skupinami byl aplikován Coxův 

model stratifikovaný podle typu aplikované terapie a adjustovaný pro kategorie věku a Karnofského 

skóre, výsledky jsou uvedeny v Tabulce 10. Výsledky odhalily vyšší odhad relativního rizika pro mužské 

pohlaví (HR = 1,6; p = 0,029). RB1 HCN se jeví jako negativní faktor jak pro OS (HR = 2,5; p = 0,003) tak 

pro PFS (HR = 2,6; p = 0,006). CCND1 HCN bylo spojeno s nižším HR (HR = 0,4; p = 0,034) a stejný efekt 

byl pozorován i u 19q13 HCN (HR = 0,4; p = 0,012). Kratší OS (HR = 0,6; p = 0,024) a PFS (HR = 0,6; p = 

0,007) bylo pozorováno u pacientů s EGFR1 HCN. Co se týče efektu P53 HCN, došlo u těchto pacientů 

ke zkrácení OS (HR = 0,5; p = 0,019) i PFS (HR = 0,5; p = 0,02).  

Tabulka 10: Výsledky stratifikovaného Coxova proporčního modelu rizik pro OS resp. PFS pro vybrané klinické 

faktory a molekulární markery adjustované pro kategorie Karnofského skóre a věku. Pro každý model a kategorii 

je uveden odhad relativních rizik (bodový odhad i 95% interval spolehlivosti) a p hodnota. Sloupec N představuje 

počet pacientů v každé hladině faktoru u podskupin. Výsledky pro adjustované faktory nejsou uvedeny. 

        

    OS PFS 

  N HR (95%CI) p-hodnota N HR (95%CI) p-hodnota 

pohlaví F 52   45   
  M 80 1,4 (1; 2) 0,088 71 1,6 (1; 2,4) 0,029 

lokalizace F 42   37   
 O 23 1 (0,6; 1,7) 0,953 21 1,1 (0,6; 1,9) 0,71 
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 P 24 1 (0,6; 1,7) 0,979 22 0,8 (0,5; 1,4) 0,446 

 T 37 0,9 (0,5; 1,4) 0,601 30 0,8 (0,5; 1,3) 0,319 
  jiné 6 0,9 (0,4; 2,1) 0,752 6 1,3 (0,5; 3,2) 0,528 

kouření no 83   78   
  yes 49 1,3 (0,9; 1,9) 0,165 38 1,4 (0,9; 2,2) 0,106 

MGMT metylovaný 80   68   
  nemetylovaný 43 0,7 (0,5, 1) 0,079 40 0,8 (0,6; 1,3) 0,401 

Ki-67 <= 60 110   97   
  > 60 21 1,2 (0,7; 2) 0,502 19 1,4 (0,8; 2,4) 0,214 

1p36.3 <= 2,13 84   77   
  > 2,13 33 0,9 (0,6; 1,4) 0,623 25 1,1 (0,7; 1,7) 0,792 

1q <= 2,02 30   25   
  > 2,02 57 1,2 (0,7; 1,9) 0,47 50 1,7 (1; 2,9) 0,056 

EGFR1 <= 3,39 57   52   
  > 3,39 56 0,6 (0,4; 0,9) 0,024 50 0,6 (0,4; 0,8) 0,007 

CEP7 <= 2,04 18   16   
  > 2,04 89 1,1 (0,6; 1,8) 0,828 80 1,4 (0,8; 2,6) 0,244 

BCR <= 2,04 31   30   
  > 2,04 54 1,6 (1; 2,6) 0.053 45 1,5 (0,9; 2,5) 0,095 

22q12.2 <= 2,48 76   67   
  > 2,48 20 1,7 (1; 2,8) 0,052 17 2,2 (1,2; 4,1) 0,009 

9p21.3 <= 1,86 32   28   
  > 1,86 75 1,3 (0,8; 2) 0,236 67 1,5 (0,9; 2,4) 0,091 

RB1 <= 2,26 93   85   
  > 2,26 14 2,5 (1,4; 4,7) 0.003 11 2,6 (1,3; 5,2) 0,006 

13q12.11 <= 2,01 23   23   
  > 2,01 59 1,5 (0,9; 2,6) 0,138 53 1,5 (0,8; 2,7) 0,165 

p53 <= 2,42 93   84   
  > 2,42 21 0,5 (0,3; 0,9) 0,019 18 0,5 (0,3; 0,9) 0,02 

MDM2 <= 1,97 9   9   
  > 1,97 101 0,6 (0,3; 1,3) 0,186 89 0,5 (0,3; 1,1) 0,111 

10p11.1 <= 2,11 81   72   
  > 2,11 16 0,8 (0,4; 1,5) 0,522 15 0,7 (0,4; 1,4) 0,337 

19q13 <= 1,83 10    10   
  > 1,83 104 0,8 (0,4; 1,5) 0,465 90 0,4 (0,2; 0,8) 0,012 

CCND1 <= 2,48 81    74   
  > 2,48 12 0,6 (0,3; 1,2) 0,178 11 0,4 (0,2; 0,9) 0,034 
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Obrázek 10: Výsledky multivariátního Coxova modelu proporčních rizik pro OS u studovaných proměnných (vybrané klinické faktory a molekulární markery) ve 

skupinách dle terapie, vyjádřeno poměrem rizik (bod – bodový odhad, úsečka koresponduje s 95 % intervalem spolehlivost; v případě většího intervalu je použita 

šipka) pro každou hladinu uvedených faktorů. Referenční kategorie je označena jako “(ref.)”. Každý faktor byl analyzován v separátním modelu s adjustací na 

kategorie věku a Karnofského skóre. Signifikantní výsledky (p<0.05) jsou vyznačeny červeně; tečkovaná linie označuje poměr rizik roven 1.  

RT – radiotherapie; CHT+RT – chemoradiotherapie; F – ženy; M – muži; F – frontální; O – okcipitální; P – parietální; T – temporální; BCR – breakpoint cluster 

region; EGFR1 – receptor epidermálního růstového faktoru 1; RB1 – retinoblastoma gene 1; TP53 - tumor protein P53; MDM2 – mouse double minute 2 homolog; 

CCND1 – cyclin D1; MGMT - O6-metylguanin-DNA methyltransferáza. 
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Obrázek 11:  Výsledky multivariátního Coxova modelu proporčních rizik pro PFS u studovaných proměnných (vybrané klinické faktory a molekulární 

markery) ve skupinách dle terapie, vyjádřeno poměrem rizik (bod – bodový odhad, úsečka koresponduje s 95 % intervalem spolehlivost; v případě většího 

intervalu je použita šipka) pro každou hladinu uvedených faktorů. Referenční kategorie je označena jako “(ref.)”. Každý faktor byl analyzován 

v separátním modelu s adjustací na kategorie věku a Karnofského skóre. Signifikantní výsledky (p<0.05) jsou vyznačeny červeně; tečkovaná linie označuje 

poměr rizik roven 1.  

RT – radioterapie; CHT+RT – chemoradioterapie; F – ženy; M – muži; F – frontální; O – okcipitální; P – parietální; T – temporální; BCR – breakpoint cluster 

region; EGFR1 – receptor epidermálního růstového faktoru 1; RB1 – retinoblastoma gene 1; TP53 - tumor protein P53; MDM2 – mouse double minute 2 

homolog; CCND1 – cyclin D1; MGMT - O6-metylguanin-DNA methyltransferáza. 
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2.3.3.6. Shrnutí výsledků 

Ve skupině pacientů léčených radioterapií byly nalezeny výrazné prognosticky negativní faktory pro OS 

jakými jsou 1q HCN, BCR HCN a RB1 HCN, co se týče negativních prognostických faktorů PFS se jedná 

o 1q HCN a 22q12.2 HCN. 

Ve skupině pacientů léčených chemoradioterapií bylo jako negativními klinickými faktory označeno 

mužské pohlaví, vysoké Karnofského skóre, vyšší věk, vyšší exprese Ki67 a status 22q12.2 HCN. Naopak 

genetické markery jako CCND1 HCN, 19q13 HCN, MDM2 HCN a P53 HCN byly potvrzeny jako pozitivní 

markery jak OS tak PFS. 

I přes malý soubor pacientů bez terapie se zdá, že mužské pohlaví, status kouření a CCND1 HCN mají 

negativní vliv na prognózu. 

V případě celé kohorty pacientů byly označeny za negativní prognostické faktory mužské pohlaví, RB1 

HCN a 22q12.2 HCN. Naopak status EGFR1 HCN, P53 HCN, CCND1 HCN a 19q13 HCN se jeví jako 

pozitivní prognostické faktory. 

 

2.3.4. Diskuze 

 

I přes značnou snahu odhalit molekulární podstatu GBM, zůstávají role známých klíčových genů a 

molekulárních markerů nejasné 247–249. Předchozí studie se snažily najít rozdílné molekulární znaky u 

difuzních gliomů a tím odhalit klinicky relevantní a funkčně rozdílné podskupiny GBM, které však 

nenašly uplatnění v klinické praxi250–254. Dalším problémem jsou nejednoznačné vlivy genetických 

aberací uvedené napříč literaturou. Navíc většina studií zahrnuje pacienty, kteří podstoupili jak biopsii 

tak resekci239,255–258, zatímco naše studie je zaměřena pouze na pacienty s radikální resekcí. To by mělo 

zredukovat heterogenitu a pomoci odhalit efekt specifických genetických faktorů. Analýza informací 

od pacientů s GBM naznačuje, že hlavním důvodem pro léčbu bez radioterapie byl špatný neurologický 

status (KS < 60) po operaci. Indikace pro samotnou radioterapii a přerušení předběžné 

chemoradioterapie byl špatný neurologický status (KS ≈ 60) po operaci a rychlé klinické zhoršení během 

onkoterapie. Z důvodu malé skupiny pacientů bez onkologické léčby (n=24) nebyla dostatečně 

provedena multivariátní analýza a tudíž nebylo možné spočítat odhad relativních rizik pro OS a PFS. 

Nejlepší outcome pacientů s glioblastomem byl sledován při agresivní multimodální terapii zahrnující 

bezpečnou a maximální resekci následovanou chemoradioterapií259. U studované kohorty byl každý 

pacient s resekcí znovu evaluován pro určení nejvhodnější onkoterapie.  

Pacienti s GBM bez onkologické léčby nebo léčení pouze radioterapií mají špatnou prognózou a je u 

nich pozorován rychlý růst nádoru260. Na základě naší statistické analýzy bylo odhaleno pouze malé 

množství pozitivních prognostických faktorů u skupiny bez onkoterapie. Proto jsme dospěli k závěru, 

je vhodné aplikovat adjuvantní terapii, která by zajistila zpomalení progrese nádoru. I pro tyto pacienty 

by bylo vhodné najít novou léčebnou strategii. 

Hlavní cílem většiny zveřejněných studií o GBM bylo identifikovat klinicky relevantní biomarkery 

s potencionální aplikací v klinické praxi jako tomu je právě u IDH41. Tato práce byla zaměřena na 
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vybrané genetické markery u pacientů s GBM IDH wt a cílem bylo odhalit jejich vliv na vývoj 

onemocnění a na léčbu. 

CCND1 HCN se jeví jako jasný pozitivní marker pro OS a PFS ve skupině pacientů léčených 

chemoradioterapií, avšak opačný efekt byl pozorován u pacientů bez chemoterapie i radioterapie. To 

může být dáno zvýšenou chemosenzitivitou u nádorů s vyšší expresí tohoto genu261. CCND1 gen 

reguluje přechod buněčného cyklu z G1 do S fáze a je tedy zapojen do proliferace a diferenciace183. 

Zvýšená exprese MDM2 blokuje aktivitu p53, což vede k nekontrolovatelné proliferaci a vzniku nádoru 

mozku. Kupodivu z našich výsledků vyplývá, že amplifikace MDM2 měla pozitivní vliv na přežití jak u 

skupiny léčené chemoradioterapií, tak u celé kohorty pacientů. Navíc měla amplifikace P53 pozitivní 

vliv na přežití ve skupině všech pacientů. Z toho vyplývá, že je do gliomageneze zapojen velmi 

komplexní proces zpětnovazebné smyčky P53-MDM2. 

Napříč skupinami byl odhalen negativní vliv polyzomie oblasti 22q12.2 na PFS, což by mohlo být 

předmětem pro další analýzy. Negativní efekt ztráty 22q na progresi gliomu byly už dříve 

zdokumentovány  262–264, a polyzomie oblasti 22q12.2 byla identifikována jako maligní komponenta u 

gangliomu. Tato oblast obsahuje gen EWSR1, který je spojen s Ewingovým sarkomem, s 

neuroektodermálními i dalšími druhy nádorů265,266. 

Kodelece 1p/19q je znakem oligodendrogliomů s relativně dobrou prognózou. GBM jsou často 

charakterizovány navýšeným počtem chromozomů 1/19 i 19/20 a obě varianty jsou spojovány 

s lepšími outcomy267,268.  Bohužel tento efekt nebyl pozorován u naší kohorty, což může být 

pravděpodobně způsobeno protikladným efektem jiných genetických aberací s negativním efektem na 

prognózu jako je například amplifikace EGFR1269.   

Studie založené na pyrosekvenování prokázaly, že rozsáhlá metylace MGMT je spojena s delším OS a 

PFS u pacientů s GBM IDH wild type, což naznačuje možný pozitivní efekt DNA alkylačních 

chemoterapeutik270,271. Studie provedená Marchi et al. prokázala prodloužení OS a PFS ve spojitosti 

s MGMT metylací u pacientů, kterým byla provedena maximální možná resekce následovaná 

chemoradioterapií. Ačkoli jsme použili stejný protokol molekulární analýzy, nepozorovali jsme tento 

efekt u naší kohorty GBM pacientů s totální resekcí následovanou chemoradioterapií v porovnání 

s dalšími vyšetřovanými skupinami 272. Status metylace MGMT neměl vliv na klinickou léčbu u GBM 

pacientů; Stuppův protokol je považován za zlatý standard bez ohledu na metylaci MGMT. 

Napříč literaturou neexistují studie o GBM zahrnující cut off hodnoty pro markery zahrnuté v naší 

studii. Z tohoto důvodu byla značná část této práce založena na stanovení LCN a HCN hodnot pro každý 

marker, což by mohlo posloužit i v následujících studiích z této oblasti. 

Naše výsledky potvrdily prognostickou hodnotu klinických faktorů jako jsou věk, Karnofského skóre, 

kouření a použité terapeutické modality. Jak naznačují současné experimentální studie, kouření může 

způsobit maligní změny skrze indukci stimulace nikotinem. Napříč literaturou byly však nalezeny velmi 

rozporuplné výsledky65,273,274. Výsledky naší studie naznačují negativní vliv kouření spojený s kratším 

OS a PFS ve skupině všech pacientů. Kuřáci byli v této skupině převážně muži, což může vysvětlit vliv 

pohlaví na OS a PFS: muži vykazovali kratší přežití než ženy. Tento efekt by si však zasloužil bližší 

prozkoumání. 
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Tato studie byla zaměřena na četnější skupinu pacientů s GBM IDH wild type, kteří mají velmi špatnou 

prognózu. Potvrdili jsme, že IDH wild type glioblastomy jsou velmi heterogenní skupina a prokázali 

jsme vliv molekulárních aberací na přežití. Ačkoli je Stuppův protokol brán jako standard 

chemoradioterapeutického režimu a je doporučován pro všechny pacienty s GBM IDH wild type, 

optimální terapeutická strategie je doposud výzvou. Pro vývoj efektivní personalizované léčebné 

strategie pro pacienty s GBM je potřeba pochopit jak určité biomarkery predikují odpověď na léčbu a 

jaký mají vliv na outcome pacientů249,253,254,275. 

2.3.5. Závěr 

Velké množství studií je zaměřeno na prognostické faktory u pacientů s IDH mutovaným 

glioblastomem, který je charakterizován lepší prognózou; IDH wild type varianta s vyšší četností a vyšší 

úmrtností zůstává opomíjena. Předmětem naší studie byli pacienti s IDH wild type glioblastomem 

léčeni za posledních 15 let a jejichž IDH status byl vyšetřen dle doporučení WHO z roku 201641,87. 

Léčebná strategie u této kohorty pacientů byla maximální radikální a bezpečná resekce následovaná 

v možných případech onkoterapií. IDH wild type gliomy byly tradičně považovány za homogenní a 

nepříznivý histologický podtyp s omezenou odpovědí na onkoterapii, kde je preferován nihilistický 

management léčby. Avšak klinický outcome pacientů s tímto typem difuzního gliomu je ve skutečnosti 

charakterizován obrovskou heterogenitou. Skupina IDH wild type glioblastomů s nejhorší prognózou 

byla charakterizována absencí pozitivních prognostických faktorů a prudkým růstem nádoru. Pacienti 

spadající do této skupiny byli léčeni pouze radioterapií nebo byli pouze sledováni. Cílem naší studie 

bylo nalézt klinicky a biologicky relevantní prognostické faktory pro IDH wild type glioblastomy a 

odhalit biologické mechanizmy vysvětlující jaký mají tyto faktory vliv na prognózu a identifikovat 

klinicky relevantní podskupiny. Znalost těchto faktorů a jejich dopadu na prognózu by mohla usnadnit 

rozhodování o tom, jak agresivní by měla být onkologická strategie pro daného pacienta a zda je mimo 

to případně vyžadována reoperace. Prezentované výsledky specifických molekulárních markerů ve 

vztahu k přežití v této kohortě představují první krok k personalizaci léčby pacientů s IDH wild type 

GBM. 

 

2.3.6. Podíl autora dizertační práce na daném tématu 
 

Uvedená studie je publikována v časopise Current Oncology pod názvem The influence of gene 

aberrations on survival in resected IDH wildtype glioblastoma patients: a single-institution study (viz 

Přílohy). Autorka se podílela na designu a koordinaci studie včetně provedení vyšetření vzorků pomocí 

sekvenování a FISH. Zpracovala výsledky a následně rukopis studie. 
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3. Souhrn  
 

Od roku 2016 jsou mutace IDH1/2 klíčovým parametrem v určování diagnózy, prognózy a léčebného 

režimu u difúzních astrocytárních a oligodendrogliálních nádorů. Současný postup stanovení těchto 

mutací vychází z imunohistochemického vyšetření pomocí protiláty na průkaz přítomnosti nejčastější 

varianty IDH1 R132H čítající 90 %. Zbylých 10 % připadá na raritní varianty, které jsou dle WHO 

vyšetřovány sekvenováním. Toto vyšetření se doporučuje v případě negativního výsledku IHC IDH 

R132H a za podmínky, že není pacient starší 55 let. Nad tuto věkovou hranici je frekvence mutací 

uváděna pouze okolo 1 % a finanční nákladovost metod k takto nízkému záchytu je neúměrně vysoká. 

V první části byla retrospektivně vyšetřena skupina pacientů s gliomem (n = 275), kteří podstoupili 

chirurgické odstranění nádoru. Četnost varianty mutace IDH1 R132H byla v naší studii 91 %. Míra shody 

metod sekvenování a IHC byla spočítána na 94 % (60/64). Kromě zmiňované varianty R132H byly 

vyšetřeny raritní varianty včetně R132C (záchyt 3 % v naší studii), R132S (1 %) a R132G a R132L (v naší 

práci nebyla detekována). Varianty IDH2 jsou méně časté, přičemž R172K byla pozorována u 3 % 

pacientů s gliomem, R172M (1 %), R172W (v naší studii nebyla nalezena) a R172S (v naší studii nebyla 

nalezena). V této studii byla prokázána shoda s již dříve publikovanými výsledky četnosti a frekvence 

jednotlivých variant mutací IDH u gliomů. Získané výsledky potvrzují, že je vhodné doplnit standardní 

IHC vyšetření o sekvenování a tak zamezit riziku falešně negativních vzorků. Celkové náklady fast IDH 

kitu vychází až o polovinu levněji oproti NexteraXT a zároveň dochází ke značnému zkrácení doby 

zpracování vzorku.  Čímž byl zpochybněn model publikovaný DeWitt z roku 201787, který je založen na 

nákladech za NGS čítajících 1800 USD (~ 1500 eur) za vzorek. Z důvodu značného snížení nákladů na 

NGS vyšetření doporučujeme analyzování i gliálních nádorů pacientů starších 55 let a postupně by 

mohla tato metoda zcela nahradit imunohistochemické vyšetření. 

Druhá část byla zaměřena na supratentoriální GBM IDH wild type u dospělých pacientů (N = 132), kteří 

podstoupili resekci a onkoterapii v období mezi červnem 2006 a červnem 2015. Pacienti byli rozděleni 

do tří skupin na základě léčebného režimu: bez terapie, léčení radioterapií a léčeni chemoradioterapií. 

Spolu s molekulárně cytogenetickými charakteristikami, byly získány i klinické informace pacientů a 

tato data byla statisticky zpracována. Ve skupině pacientů léčených radioterapií byly nalezeny výrazné 

prognosticky negativní faktory pro OS jakými jsou 1q HCN, BCR HCN a RB1 HCN, co se týče negativních 

prognostických faktorů PFS se jedná o 1q HCN a 22q12.2 HCN. Ve skupině pacientů léčených 

chemoradioterapií bylo jako negativními klinickými faktory označeno mužské pohlaví, vysoké 

Karnofského skóre, vyšší věk, vyšší exprese Ki67 a status 22q12.2 HCN. Naopak genetické markery jako 

CCND1 HCN, 19q13 HCN, MDM2 HCN a P53 HCN byly potvrzeny jako pozitivní markery jak OS, tak PFS. 

I přes malý soubor pacientů bez terapie se zdá, že mužské pohlaví, status kouření a CCND1 HCN mají 

negativní vliv na prognózu. V případě celé kohorty pacientů byly označeny za negativní prognostické 

faktory mužské pohlaví, RB1 HCN a 22q12.2 HCN. Naopak status EGFR1 HCN, P53 HCN, CCND1 HCN a 

19q13 HCN se jeví jako pozitivní prognostické faktory. 
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4. Summary 
 

Since 2016, IDH1/2 mutations have been a key parameter for the diagnosis, prognosis and treatment 

regimen of diffuse astrocyte and oligodendroglial tumors. The current procedure for examination of 

these mutations is based on immunohistochemical analysis with an antibody to determine the 

presence of the most common variant of IDH1 R132H, which is counting about 90 %. The remaining 

10 % are rare variants, which are according to the WHO investigated by sequencing. This procedure is 

recommended in case of a negative result of IHC IDH R132H in patients younger than 55 years. Above 

this age limit, the frequency of mutations is reported to be only around 1 %, and the financial cost of 

methods for such low detection is disproportionately high. 

In the first part, a group of patients with glioma (n = 275) who underwent surgical removal of the tumor 

was retrospectively examined. The frequency of the IDH1 R132H mutation variant in our study was 

91 %. The concordance rate of the sequencing and IHC method was 94 % (60/64). In addition to the 

mentioned variant R132H, rare variants were examined including R132C (in the studied population, it 

was 3 %), R132S (1 %) and R132G and R132L (were not detected in our work). IDH2 variants are less 

common, with R172K being observed in 3 % of glioma patients, R172M (1 %), R172W (not found in our 

cohort) and R172S (not found in our cohort). Our data agree with the previously reported stratification 

and frequency of IDH mutations in gliomas. The obtained results confirm that it is appropriate to 

supplement the standard IHC examination with sequencing and thus avoid the risk of false negative 

samples. The total cost of the fast IDH kit is up to half cheaper than NexteraXT and furthermore the 

sample processing time is significantly reduced. This finding deconstructs the model published by 

DeWitt in 201787, which is based on an NGS cost of $ 1,800 (~ € 1,500) per sample. Due to the significant 

reduction in the cost of NGS examination, we recommend this analysis of glioma tumors in patients 

older than 55 years, and finally this method could completely replace immunohistochemical 

examination. 

The second part was focused on adult supratentorial IDH wt GBM patients who underwent resection 

and oncotherapy between June 2006 and June 2015 (n = 132). Patients were divided into three groups 

according to the treamet régime: with no therapy, treated by radiotherapy and treated with 

chemradiotherapy. Along with molecular cytogenetic characteristics the klinical data were obtained 

and statistically analyzed. The group with only radiotherapy: Strong negative prognostic factors of OS 

such as 1q HCN, BCR HCN, and RB1 HCN were confirmed in this group and, furthermore 1q HCN and 

22q12.2 HCN was found to be a significant negative prognostic factor of PFS. The group with 

chemoradiotherapy: Negative clinical factors in the chemoradio-therapy group were male gender, high 

Karnofsky score, older age, higher expression of Ki67, and 22q12.2 HCN status. On the other hand, 

genetic markers such as CCND1 HCN, 19q13 HCN, MDM2 HCN, and p53 HCN indicate a positive 

influence on both OS and PFS in the chemoradiotherapy group. The group with no therapy: Although 

the group of patients comprised only a small number of participants, male gender, smoking status, and 

CCND1 HCN were marked as negative prognostic factors in this group. All patient cohort: Male gender, 

RB1 HCN, and 22q12.2 were confirmed to be nega-tive prognostic markers in the group of all patients. 

On the contrary, EGFR1 HCN, p53 HCN, CCND1 HCN, and 19q13 HCN were positive prognostic factors.
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6. Seznam zkratek 
 
2OG 2-oxoglutarát/α-ketoglutarát 

Ag antigen, protilátka 

Akt Serine/Threonine-Specific Protein Kinase 

ARMS-PCR Amplification-Refractory Mutation System Polymerase Chain Reaction 

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated 

ATR Ataxia Telangiectasia Mutated 

ATRX Alpha-Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-linked 

BCR Breakpoint Cluster Region Protein 

BRAF Serine/Threonine-Protein Kinase B-Raf 

BRCA1/2 BRCA1/2 DNA Repair Associated 

CCND1 Cyclin D1 

CDKN2A/2B Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A/2B 

CIC Homologue of Drosophila Capicua 

CNS centrální nervová soustava 

CT počítačová tomografie 

d-2HG d-2-hydroxyglutarát 

DAXX Death-Associated Protein 6 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

EGF epidermální růstový faktor 

EGFR receptor epidermálního růstového faktoru 

EGFRvIII delece exonů 2–7 u EGFR 

FDA Federal Drug Administration 

FFPE Formalin Fixed Paraffin Embedded 

FLAIR Fluid Attenuated Inversion Recovery 

fMRI funkční magnetická rezonance 

FUBP1 Far-Upstream Binding Protein 1 

GBM glioblastom 

H3K27M mutace histonu H3, záměna lyzinu 27 za mehionin 

HIF1α hypoxií indukovaný faktor 

HIF–OH hydroxylovaný HIF 

HSV herpes simplex virus 

CHT chemoterapie 

CHT+RT chemoradioterapie 

IDH 1/2 isocitrát dehydrogenáza 1/2 

IL-2 interleukin-2 

LOH ztráta heterozygotnosti 

JAK/STAT Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription 

KDM histon lysin demethyláza 

KRAS KRAS proto-oncogene, GTPase 

MAF Mutation Allele  

MAPK mitogenem aktivované proteinkinázy 

MDM2 Mouse Double Minute 2 Homolog 

MGMT O6-methylguanin-DNA-methyltransferáza 



60 
 

MHL1 MutL homolog 1 

MPS masivně paralelní sekvenování 

MSH2 MutS homolog 2 

MSH6 MutS homolog 6 

mTOR Mechanistic Target of Rapamycin Kinase 

NADP+ nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NADPH redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NB nádorové buňky 

NF1/2 nerofibromatóza typu 1/2 

NOTCH1 Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 1 

NRAS NRAS Proto-Oncogene, GTPase 

PCV kombinace prokarbazinu, lomustinu a vinkristinu 

PET pozitronová emisní tomografie 

PET-CT pozitronová emisní tomografie s rentgenovou výpočetní tomografií 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PDGFRA Platelet Derived Growth Factor Receptor 

PHD prolyl hydroxylázová doména enzymu HIF 

PTEN Phosphatase and Tensin Homologue 

p14 Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A 

p16 Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A 

p53 Tumor Protein P53 

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 

PMS2 PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair Protein 

PT protinádorová terapeutika 

RB1 Retinoblastoma 1 

RELA  RELA protoonkogen, podjednotka NF-KB  

RIS Retinoic Acid Inducible Skin-Specific Gene Transcript 

RT radioterapie 

RTK tyrosin kinázový receptor 

SNP Single Nucleotide Polymorhism 

TCA trikarboxylové kyseliny 

TERT Telomerase Reverse Transcriptase 

TET Ten-Eleven Translocation Methylcytosine Dioxygenáza 

TGFα Transforming Growth Factor 

TP53 Tumor Protein P53 

TSC1/2 Tuberous Sclerosis Protein 1/2 

VAF frakce alelové varianty/variant allele fraction 

VEGFR receptor vaskulárního endoteliálního růstového faktoru 

VHL Von Hippel Lindau 

WHO World Health Organization 

WT wild type 

αKG α-ketoglutarát 
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