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Abstrakt

Mozkové gliomy jsou heterogenni skupina nadort rtznych histologickych
subtypt, které se 1isi odezvou na 1é¢bu a prognozou. Nejpocetnéji jsou zastoupeny nadory
vychazejici z astrocytarni fady a z oligodendrocytli. Vyznamnou roli ve vzniku a progresi

mozkovych nédori hraji genetické zmény v genomu glialnich bunék.

Diagnostika difaznich gliomti zaloZzena na buné¢né morfologii je subjektivni a
rovnéz 1é¢ba je vzhledem K jejich lokalizaci a difiznimu charakteru v sou¢asné dobé velmi
problematicka. Proto je nezbytné hledat nové diagnostické a prognostické ukazatele, které by
umoznily efektivnéjsi 1écbu a vedly tak ke snizeni morbidity a mortality nemocnych. Jednou
z moznosti je subklasifikace pacientli do diagnostickych skupin podle nalezu specifickych
chromosomovych aberaci detekovanych kombinaci interfazni fluorescencni in Situ
hybridizace (I-FISH) a mikro¢ipovych technologii. Vyuziti molekularné cytogenetickych
metod prispiva k upfesnéni diagndzy a progndzy nemocnych s difuznimi gliomy a K lepsimu

pochopeni patogeneze mozkovych nadort.
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Abstract

Brain gliomas represent a heterogeneous group of tumors of various histological
subtypes which differ according to their response to treatment and prognosis. Tumors created
from astrocytes and oligodendrocytes occur most often. During brain tumor onset and

progression, the genomic aberrations in brain glioma cells play an important role.

Diagnostic detection of diffuse glioma tumors based on cell morphology is
subjective. Due to their locations and diffuse character, glioma treatment is still a
problematical issue. Therefore, new diagnostic and prognostic techniques must be developed
which would make a more effective treatment possible, resulting thus in lower morbidity and
mortality rates. An option is to sub-classify patients into diagnostic groups based on detection
of specific chromosome aberrations detected by combination of I-FISH and microarray
techniques. Use of molecular cytogenetic methods not only contributes to more precise
diagnosis and prognosis for patients with diffuse glioms, but also to better understanding of

the pathogenesis of brain tumors.
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cytogenetic methods
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1 UVOD

K nejcastéjsSim nadoram CNC patii tzv. mozkové gliomy. Jedné se o heterogenni
skupinu tumort, vychazejicich z nervové podpurné tkané (tzv. gliové tkane), které se 1isi svou
lokalizaci, rdstovym potencidlem a rozsahem invazivity rastu, morfologickymi rysy, a
klinickym pribdhem. Radime sem jak nadory méné agresivni tak nadory vysoce agresivni.
Ackoliv nadory mozku ptedstavuji pouze 2% malignich nadorti vSech tkani dospélé populace,
zpusobuji statisticky vysokou morbiditu a mortalitu, protoze jejich Gplné vyléceni je
nemozné. Chirurgicky zékrok v oblasti mozku je velmi problematicky. Buiky mozkovych
gliomt jsou difuzné lokalizované a kompletni odstranéni nadoru je proto nemozné. K relapsu
a progresi onemocnéni proto dochazi bézné i u tumort nizSich stupnu (Gorard, S., et al.,

2003). Incidence v CR je 6,4-7,5/100 000 obyvatel, s v&tsi Eetnosti u muzi

Podle aktualné platné WHO klasifikace jsou mozkové gliomy rozdéleny do
jednotlivych skupin na zaklad¢ jejich tkanového ptivodu a stupné malignity. Patii sem tzv.

astrocytomy, oligodendrogliomy a oligoastrocytomy.

K nejcastéjsim typtim mozkovych gliomt patii tzv. astrocytarni nadory, derivujici
se z bunck astroglidlni fady. Jednd se o Sirokou skupinu tumord, které maji vice
histologickych forem sriznym stupném malignit. Jejich Klasifikace je zalozena na
mezinarodné uznavanych kritériich stanovenych Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
(Louis, D. N., et al., 2007). Tato kritéria rozd€luji astrocytarni nadory na tzv. nizkostupnové
(tzv. low-grade) astrocytomy (pilocyticky astrocytom, WHO grade I; difusni astrocytom,
WHO 1) a vysokostupniové (high-grade) astrocytomy (anapasticky astrocytom, WHO grade
I1l; primarni a sekundarni glioblastom, WHO grade V) (Gorard, S., et al., 2003). Jednotlivé

skupiny se lisi histologickymi a klinickymi ptiznaky a celkovou dobou pteziti.

Oligodendroglidlni nadory vychdzeji z oligodendrocytd, které obklopuji axony
neuronll V centralni nervové soustavé a vytvafeji na nich myelinové pochvy. Piedstavuji
pfiblizné 4% vSech nador mozku. Podle WHO klasifikace se d¢li na oligodendrogliomy
(WHO grade II) a anaplastick¢é oligodendrogliomy (WHO grade III). Prognoéza

oligodendroglialnich nadort je ve srovnani s high-grade astrocytomy mén¢ nepiizniva.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Axon
http://cs.wikipedia.org/wiki/Neuron
http://cs.wikipedia.org/wiki/Centr%C3%A1ln%C3%AD_nervov%C3%A1_soustava
http://cs.wikipedia.org/wiki/Myelin

Zvlastni skupinu predstavuji tzv. oligostrocytomy (WHO grade II-1II), coz jsou
mixované tumory, které histologicky nesou rysy jak astrocytarnich tak oligodendroglialnich

nadoru.

V poslednich letech se intenzivné hledaji laboratorni techniky, které by rozsitily
zékladni spektrum vySetfovacich metod a umoznily by vcasnou diagnostiku nadoru, ptispély
k u¢inngjsi 1écbe a vedly tak ke snizeni morbidity a mortality nemocnych. Jednim z piistupd,
které by mohly pfispét k casnému stanoveni rizika vzniku nizkostupiiovych gliomt a jejich
progrese do nadort vysSich gradi patii analyza genomovych zmén v glidlnich bunkéach
zalozena na kombinaci molekularné genetickych a molekularné cytogenetickych metod,
piedevsim metody interfazni fluorescenéni in situ hybridizace (I-FISH) a mikrocipovych

technologii (array CGH, SNP array).



2 ETIOLOGIE

Etiologie mozkovych nadort je nejspise multifaktorialni. Mezi exogenni faktory
patii nékteré chemické latky, viry, zafeni a stavy spojené s imunosupresi. Mezi endogenni
fadime predevs§im genomové aberace (Fadrus, P., et al.,, 2010), molekularni mutace a

epigenetické modifikace.

Cytogenetické a molekularn¢€ genetické studie prokazaly, ze genetické aberace
Jsou spojené se vznikem a progresi nadoru. Uréity typ aberaci nalézame u vSech typd gliomd,
zatimco nekteré jsou charakteristické pro danou skupinu. K nejcastéjsim genetickym zménam
vyskytujicim se v buitkach mozkovych nadort patii ztraty celych chromosomu (monosomie)
nebo jejich Casti (delece), prestavby chromosomt (nebalancované translokace, inverze a
inserce), amplifikace jednotlivych genti nebo chromosomovych segmentd, aberantni
intracelularni signalizace, nebo mutace tumor supresorovych genid. Disledky téchto mutaci
jsou dnes jiz dostate¢né prozkoumané - jedna se nejcastéji o podporu bunééného rustu, nebo
inhibici bunééné smrti, coz vede ke zvySeni poctu nadorovych bunck. Piesna analyza
genomovych abnormalit pfispiva k pochopeni pficin vzniku a progrese nadoru a mize piispét

k identifikaci gent, hrajicich roli v téchto procesech (Arslantas, A., et al., 2007).

V odbornych cytogenetickych a molekularnich studiich jsou genetické aberace
obvykle pozorovany ve vétsiné zkoumanych vzorkti nadorové tkané a ukazuje se, ze pocet

genetickych aberaci se zvySuje s agresivitou nadoru (Zemanova, Z., et al., 2006).



3 KLASIFIKACE

Vyznamnym indikatorem progndzy a dalezitym prvkem pro stanoveni 1é€ebnych
postupt, je tzv. grading, kterym urcujeme stupn¢ malignity. Mezi kritéria dilezita pro urceni
gradingu patii proliferacni aktivita buné€k, stupen bunécné diferenciace, pfitomnost bunécnych
a jadernych atypii, mitoticka aktivita, angiogeneze a pritomnost nekroz (Louis, D. N., et al.,
2007). Z hlediska molekularné-genetického je dilezitd pfitomnost charakteristickych

genetickych aberaci.

Podle WHO Kilasifikace jsou gliomy klasifikovany do ¢tyt stupna (I, I, I, 1V)
v zavislosti na histologii nadoru. Nadory stupné I a II jsou uvadény jako low-grade gliomy
(Reddy, K. S., 2008). Do této skupiny fadime pilocyticky astrocytom (WHO grade 1), difazni
astrocytomy a oligodendrogliomy (WHO grade 11). High-grade gliomy, jsou vysoce agresivni
tumory, kam patii anaplasticky astrocytom, anaplasticky oligodendrogliom, anaplasticky
oligoastrocytom (WHO grade 111) a nejagresivnéjsi skupina nadori glioblastomy (WHO grade
V).

Z hlediska lokalizace rozliSujeme tzv. multifokalni a multicentricky vyskyt
gliomu. V piipadé multifokalniho vyskytu se nador $iii skrze komisuralni cesty, napf. corpus
callosum, nebo dochédzi k diseminaci pomoci mozkomisniho moku. U multicentrického
vyskytu se jednd o separatni mista vzniku, kdy nddory vznikaji nezavisle na sob&. Tato

varianta je vSak velmi vzacna (Vybihal, V., et al., 2004).



4 Astrocytarni nadory

Grading astrocytarni tumord.

Stupen Subtyp mozkového
Povaha nadoru

(grade) nadoru
I Pilocyticky . o
Nejméné agresivni
astrocytom
Il Difuzni astrocytom Méné agresivni
11 Anaplasticky o
Agresivni
astrocytom
Glioblastom
\Y, (primarni, Vysoce agresivni

sekundarni)

4.1 Nizkostupriové (low-grade) astrocytomy

Low-grade astrocytomy se vyskytuji piedev§im u pacientd mladsiho véku, vékovy
primér se pohybuje okolo 40 let. Jejich klinické projevy jsou dlouho asymptomatické, jejich
nejcastéjsi lokalizaci je supratentoridlni oblast. Tyto nadory jsou dobie diferenciované.
Typicka je pomala rychlost ristu s minimalnimi klinickymi pfiznaky (Fadrus, P., et al., 2010).
Primérna doba celkového preziti nemocnych s nizkostupniovymi gliomy se pohybuje mezi

Sesti az osmi lety.
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4.1.1 Pilocyticky atrocytom (WHO grade I)

Pilocyticky astrocytom je jednim z nejéastéjsich nadord CNS u déti ve véku 5- 19
let, ale né¢kdy se vyskytuje se i u mladsich dospélych pacientt (Jones, D., et al., 2008).
Typickym nalezem u tohoto typu nadoru je duplikace, fize nebo bodova mutace BRAF genu
lokalizovaného v oblasti 7934, coz vede kaktivaci BRAF proteinkinazy. Fuzni gen
KIAA1549-BRAF se typicky vyskytuje u low-grade astrocytomi, zatimco alternativni nalez
V600E-BRAF genu charakterizuje nadory s vyssim stupném malignity. KIAA1549-BRAF je
fazni gen, ktery vznika v dasledku interni tandemové duplikace v oblasti 7934, pii které N
konec genu KIAA1549 fazuje s C koncem genu BRAF (Sievert, A. J., et al., 2013). Dochazi
tak ke konstitutivni aktivaci BRAF kinazy (Jones, D., et al., 2008).

Ackoli prognosticky vyznam aberaci tohoto genu neni zatim dobfe znam, mize
BRAF piedstavovat novy terapeuticky cil pro inhibice mitogen aktivované proteinkinazy
(MAPK), které reguluji substraty, podilejici se na buné¢né diferenciaci, proliferaci a apoptoze
(Von Deimling, A., et al., 2011). Usp&na 1é¢ba low-grade gliomi, mezi které je pilocyticky

astrocytom fazen, miize zabranit jejich progresi do glioblastomu (Kesari, S., 2011).

KIAA1549 s L e ol BRAF
169 (- I —B—~{ 10

16-11 —E— 16 ] i — e

Obrazek ¢. 1: Schematické znazornéni fuze gentt KIAA1549 a BRAF (pievzato z Tian, Y., et
al., 2011)
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4.1.2 Difazni astrocytom (WHO grade II)

V dospélé populaci vétSina téchto tumorti postoupi do anaplastického astrocytomu
a nasledné do sekundarniho glioblastomu. Tato tendence naznacuje ze low-grade astrocytomy
predstavuji rané faze ve vyvoji sekundarniho glioblastomu a nékteré molekularni abnormality
popsané u low-grade astrocytomtt mohou byt prvnimi kroky v cesté k rozvinuti plné malignity
tumoru (Marko, N. F., et al., 2013). Ztohoto duvodu je velmi obtizné popsat veskeré
genetické abnormality, které jsou specifické pouze pro tento typ astrocytomii. Mnoho
molekularnich studii se zabyva analyzou genomickych a epigenomickych zmén, které se
vyskytuji s relativné nizkou frekvenci v bunikach low-grade astrocytomd, ale jejich frekvence

se zvySuje pii progresi tumoru do vyssiho stupné malignity (Marko, N. F., et al., 2013).

Ktémto zméndm patii naptiklad ztraty heterozygozoty (LOH) na kratkych
ramenech chromosomu 17 (17p) zahrnujici gen p53 (TP53), které vznikaji v dusledkt deleci
17p, bodovych mutaci nebo uniparentalnich disomii (UPD). Gen p53 je znamy tumor-
supresorovy gen, ktery hraje roli jak ve formovani nizkostupiiovych astrocytomd, tak i
V jejich progresi smérem k sekundarnimu glioblastomu (Bogler, O., et al., 1995). Gen p53 je
lokalizovan v oblasti 17p13.1 a podili na nékolika buné&tnych procesech véetné regulace
bunééného cyklu, reakce bun€k na poSkozeni DNA, bunécné diferenciace a bunécné smrti.
Aktivovany p53 indukuje transkripci p21WAFf/CIP1, ktery upravuje prubéh bunééného cyklu
v GI prostfednictvim své ¢innosti na cyklin-CDK komplexech (Bogler, O., et al., 1995).
Aberace genu p53 se vyskytuji rovnéz u glioblastomi (WHO grade 1V), pficemz jejich
incidence je vyssi u sekundarniho nez u primarniho glioblastomu, kde se vyskytuje velmi
vzacné. Frekvence p53 mutaci se vSak vyznamné nezvySuje mezi low-grade astrocytomy a
glioblastomy, coz podporuje hypotézu 0 vzniku sekundarniho glioblastomu progresi z low-
grade astrocytomid. Rovnéz dalsi geny, které se nachazeji v této oblasti, mohou byt zapojeny
do iniciace vzniku astrocytarnich nadord. Do této skupiny kandidatnich onkogend fadime
predevsim MET a CDK®6 (Kitange, G., et al., 2005).

K velmi ¢astym chromosomovym zménam u low grade astrocytomu patii rovnéz
trisomie, nebo polysomie chromosomu 7, ktera je popisovana u vice nez 50% ptipada
(Reifenberger, G., et al., 2004). Zisk genetického materialu na dlouhych ramenech

chromosomu 7 (7q) by pravdépodobné mohl souviset s tumorgenezi u astrocytarnich nadora
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(Arslantas, A., et al., 2004). N¢které studie zabyvajici se touto problematikou ukazaly, ze
onkogen MET, ktery se nachazi se v oblasti 731 a koduje rustovy faktor hepatocyti a

»scatter receptorovy faktor, byvad amplifikovan ptiblizn€ u 20% astrocytarnich nadort

(Hirose, Y., et al., 2003).

Jini autofi popsali rekurentni zisk genetického materidlu napiiklad
v chromosomovych oblastech 8q, 5p, 9 a 19p. Naopak ztraty genetického materialu byvaji
nejcastéji popisovany V oblastech 17p, méné Castéji v oblastech 6q, 10p, 13q, 19q, 22q a na
pohlavnich chromosomech (Reifenberger, G., et al., 2004).

Vyznamnou ulohu v biologii low-grade astrocytomti hraji rovnéz nékteré
epigenetické zmény, naptiklad hypermetylace genu ARF. Jeho genovy produkt p14ARF, se
vaze na MDM2 (Mouse Double Minute 2 homolog, znamy pod nazvem E3 ubiquitin-protein
ligaza) a stabilizuje geny MDM2 a p53. Metylace pl4ARF promotoru, ktera vede k jeho
snizené produkci, tak zaroven vede k destabilizaci MDM2 a p53. Ve studii Watanabe et al.,
byla hypermetylace ARF (p14ARF) promotoru prokazana u 26% tumoru a ve vSech piipadech
byla detekovana progrese do sekundarniho glioblastomu (Watanabe, T., et al., 2007). MDM2
je gen je lokalizovany na chromosomu 12ql13-14 a kdduje protein slozeny ze 491
aminokyselin. Tento protein ma vSechny znaky transkripéniho faktoru. Existuje v péti
odlisnych variantach, z nichz dvé maji schopnost interakce s p53. MDM2 pusobi jako E3
ubiquitin ligdza, jejimz cilem je fada bunéénych proteini. K nejdilezitéj$im patii proteiny
gend pS3 a RB1. MDM2 ptidava molekuly ubiquitinu na néktery z lysinovych zbytka blizko
C-konce p53. Takto oznaceny p53 protein je exportovan do cytoplazmy a degradovan v 26S
proteazomu. Tim MDM2 negativné reguluje apoptozu zprostiedkovanou p53 (Marine, J. C.
H., et al., 2009).

Podobné hypermetylace promotoru DNA-reparaéniho genu O6-methylguanine-
DNA methyltransferazy (MGMT) byla detekovana u vysokého poctu low-grade tumori.
Studie ukazuji, ze MGMT metylace je spojena smutaci p53 a zaroven se vylucuje
s hypermetylaci ARF (p14ARF) promotoru (Watanabe, T., et al., 2007).
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poskozeni DNA indukuje zvyseni
mnoistvi proteinu p53

|

p53
Draha vedoucik zastaveni Draha vedouci k apoptéze
bunécného cyklu (bunééna sebevraida)
o p53 jako transkripcni faktor
indukuje syntézu proteinu p21 p21 BAX @ rroteinp53 jako transkripéni
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o protein p21 inhibuje fosforylacni J proteinu BAX
e!kt’ivitu cy!(lvif\-‘depevnvde'ntnich o BAX funguje jako antagonista
kinaz, které Fidi bunéény cyklus ~ CDKs BCL2 proteinu BCL-2, ktery
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v hypofosforyl. akt. stavu _7L.. inaktivovany hyper-
w Y RHB fosforylovany pRB { o absence represoruvede
@  hypofosforylovany aktivni ) k aktivaci apoptotické drahy
pRB inhibuje transkripéni apoptoza
faktory E2F E2F
e E2F jos'ou ,,rledostupne. a' cilové geny " y
nerruize dojit k transkrnlpu burika pécha
jejich cilovych gent ,r programovanou
proteiny kédované témito sebevrazdu
cilovymi geny nejsou produ- protein
kovany, coZ vede k zastaveni
bunécného cyklu

zastaveni bunécného cyklu

Obrazek 2- Signalni draha_proteinu p53 (pfevzato z Snustad, D. P., et al., 2009)

4.2 Vysokostupnové (high-grade) astrocytomy

High-grade astrocytomy jsou agresivni mozkové gliomy, které jsou za soucasnych

moznosti nelécitelné (chirurgicky ani chemoterapeuticky), hlavnim cilem terapie je proto

zkvalitnit a prodlouzit dobu Zivota (Fadrus, P., et al., 2010).

Pro zatazeni do této agresivni skupiny je rozhodujici atypie jader, mitoticka

aktivita, celularita, vakularni proliferace a nekrozy v histologickém obraze. Zakladnim

problémem je, ze z odliSnych mist nadoru lze ziskat vzorky s riznym stupném malignity, a

proto tyto klasifikace maji hodnotu jen pfi moZnosti vySetfit nador cely. Proto je zékladnim

pravidlem kazdého gradingu hodnoceni oblasti s nejvysSim stupném anaplazie, protoze

praveé tato bunééna populace uréuje prubéh nemoci (Kozler, P., et al., 2007).



Do této skupiny patii tzv. anaplastické astrocytomy (WHO grade III). Primérna
délka celkového preziti nemocnych s timto typem nadoru je 52 mésici. NejcastejSim a
zaroven nejagresivnéj§im nadorem CNS je glioblastom (glioblastoma multiforme, WHO
grade IV). Progn6za nemocnych s glioblastomem je velmi $patna, vétSina pacienti umira do

1 roku po stanoveni diagnozy (Ohgaki, H., et al., 2007).

Mezi velmi Casté chromosomové aberace, které ovliviiuji malignitu a prognozu
vysokostupniovych gliomt, fadime deleci genu p16 (CDKN2A) lokalizovaného v oblasti 9p21,
ktera je cCastou udalosti v pfechodu z nizkostupnového astrocytomu do anaplastického
astrocytomu, ale je také detekovana v bunkach primarnich a sekundarnich glioblastomu.
Nadorovy supresorovy gen p16 (CDKN2A) ma dulezitou funkci v regulaci bunééného cyklu a
fidi ptechod z G1 faze do S faze (Tachibana, 1., et al., 2000).

Delece RB1 genu v oblasti 13q14 je detekovana asi u jedné tfetiny nemocnych
s vysokostupiiovym astrocytomem. Tento gen patii do skupiny nadorovych supresorovych
genu a kdduje protein o molekulové hmotnosti 107 kDA (Kramat, F., et al., 2007). S deleci
RB1 se miizeme setkat u fady dalSich typi solidnich tumort, ale i u hematologicych malignit

jako chronicka lymfaticka leukémie, ¢i mnohocetny myelom.

Mezi dalsi casté genetické abnormality nalézané u vysokostupiiovych gliomt patfi
aberace genu PTEN lokalizovaného Vv oblasti 10g23.3, ktery koduje dualni lipid-proteinovou
tyrozin fosfatazu (LI, J., et al., 1997). K jeho deleci nebo inhibi¢ni mutaci dochazi pfiblizné u

40% vysokostupnovych gliomtl, zejména u glioblastomt (Kramaf, F., et al., 2007).

Amplifikace genu pro transmembranovy receptor EGFR (Epidermal Growth
Receptor), ktery je lokalizovan v oblasti 7p13ql2, je typickym nalezem pro primarni
glioblastom. K amplifikaci dochézi nejcastéji v podobé extrachromozomalnich fragmenti
(double minutes) s vysokym poctem genovych kopii. Néktefi autofi se domnivaji, Ze tento
gen hraje vyznamnou tlohu pfi difuzni infiltraci glioblastomu do okolnich tkani (Okada, Y.,

et al., 2003).

Delece genu p53 je typickd pro sekundarni glioblastom, naopak Vv
bunkach primarnich glioblastomi byva detekovana vzacné (Kramat, F., et al., 2007). Tento
gen byva nejCastéji mutovanym genem u vSech typi nddorovych onemocnéni. Patfi mezi

tumor-supresorové geny a je lokalizovan v oblasti 17p13.1. Delece nebo mutace genu p53
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byly detekovany u asi 30-40% astrocytomu vSech tii stupiill, z cehoz usuzujeme, zZe vyrazeni
funkce tohoto genu hraje dilezitou roli ve formovani difaznich astrocytomd, ale i v jejich

progresi smérem k sekundarnimu glioblastomu (Tachibana, 1., et al., 2000).

Nestabilita genomu nadorovych bunék u nemocnych s mozkovymi nadory se také
Casto projevuje vznikem aneuploidii riznych chromosomul. K nej¢astéji nalézanym pocetnim
odchylkdm patfi naptiklad trisomie chromosomu 7, kterd byvéa spojena s Casnym stadiem
mozkovych tumorti. Naopak monosomie chromosomu 10 se objevuje pfi progresi
astrocytomu a je typickym nalezen u primarnich i sekundarnich glioblastomt (Campomenosi

P., etal., 1996).

4.2.1 Anaplasticky astrocytom (WHO grade III)

Anaplasticky astrocytom (WHO grade I11) mize vzniknout z low-grade diftiznich
astrocytomt, nebo jako primarni nador bez jakékoliv piedchozi 1éze (Holland, H., et al.,
2012). K nejcastéji nalézanym genetickym aberacim v bunikach anaplastickych astrocytomui
patii zejména ztrata heterozygozyty (LOH) na chromosomu 19q, delece nebo mutace RB1

genu a zisk genetického materialu na chromosomu 7 (Arslantas, A., et al., 2004).

Pfechod z nizkostupniového astrocytomu do anaplastického je také casto
doprovazen deleci na kratkych ramenech chromosomu 9 v oblasti 9p21, kde je lokalizovan

nadorovy supresorovy gen p16 (CDKN2A) (Tachibana, I., et al., 2000).

4.2.2 Glioblastom (WHO grade IV)

Glioblastom je necastéjsi a zaroven nejagresivnéj$i mozkovy nador. Vyznacuje se
nekontrolovanou bunécnou proliferaci, difazni infiltraci, tendenci k nekréze, posilenim
angiogeneze, odolnosti vuci apoptdze a rozsahlymi genomovymi aberacemi (Kesari, S.,
2011). Podle ptivodu vzniku jsou glioblastomy dale klasifikovany na primarni a sekundarni
nadory. VétSina glioblastomt se rychle rozviji de novo, bez pfedchoziho nalezu méné€ maligni

prekurzorové 1éze (primarni glioblastomy). Sekundarni glioblastomy se mohou vyvinout
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z low-grade difuzniho astrocytomu, nebo anaplastického astrocytomu. Histologicky jsou
primarni a sekundéarni glioblastomy vétSinou k nerozeznéni, 1i$i se vSak jejich genetické a
epigenetické profily. Jednim z rozhodujicich genetickych markera sekundarniho glioblastomu
je IDH1 mutace, ktera nebyva detekovana v primarnich glioblastomech. Pfes podobny
histologicky vzhled jsou primarni a sekundéarni glioblastomy biologicky rozdilné nadorové
subtypy, které pochazeji z riznych bunéénych prekurzorii a mohou rovnéz vyzadovat rizné

1é¢ebné pristupy (Ohgaki, H., et al., 2013).

Jednou z nejcastéjsich genetickych udalosti, ktera je spojena S primarnim i
sekundarnim glioblastomem, je ztrata (monosomie) chromosomu 10. K dalsim genetickym
aberacim, které detekujeme u obou typt glioblastomu, patii homozygotni delece oblasti
9p21.3, ktera zahrnuje gen p1l6 (CDKN2A) a delece genu RB1. U primarnich glioblastoma je
charakteristickym nalezem amplifikace genu pro epidermalni rustovy faktor (EGFR), Naopak
typickym markerem pro sekundarni glioblastom je delece genu p53, ktera se u primarniho
glioblastomu vyskytuje pouze velmi vzacné, coz odrazi skutenost, Ze glioblastom se vyviji

dvéma odlisnymi cestami (Kramat, F., et al., 2007).

Jinym relativné ¢astym nalezem u glioblastomu je delece oblasti 10923, kde se
naléza gen PTEN (Kleihues, P., et al.,, 2000). PTEN koéduje tumor supresorovy protein
s tyrozin fosfatovou aktivitou. Ztrata aktivity PTEN vede k deregulaci PI3 kinazy a tim k
nekontrolované proliferaci bunék (Esrig, D., et al., 1993). Tato geneticka zména byva také
nalézana u 20-30% oligodendrogliomd, u kterych je spojena s chemorezistenci a nepfiznivou

prognozou.

Verhaak a kolektiv ve své praci Klasifikuji glioblastomy na zakladé genové
exprese a podle typu genetickych aberaci do ¢tyf subtypu: klasicky glioblastom, proneuralni

glioblastom, neuralni glioblastom, a mezenchymalni glioblastom (Verhaak, R. G. W., et al.,
2010).

U glioblastomu klasického subtypu definovali jako vysoce frekventované
chromosomové aberace amplifikaci genu pro EGFR na chromosomu 7 a zaroven ztratu
genetického materialu na chromosomu 10. Ackoliv amplifikace chromosomu 7 byla
pozorovana také u nadort jinych stupi, u klasického subtypu je amplifikace genu EGFR
nalézana s vyssi frekvenci oproti ostatnim subtypim. Vysoka frekvence amplifikace genu

EGFR se podle studie naopak téméf vylucovala s vyskytem mutace genu p53 (Verhaak, R. G.
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W., et al.,, 2010). To potvrzuje fakt, ze kazda ztéchto aberaci se vyskytuje s vysokou

frekvenci bud’ v primérnim, nebo v sekundérnim glioblastomu, nikoliv v§ak u obou zaroven.

Proneuralni subtyp je spojen s mladsim vékem, abnormalitami gentt PDGFRA,
p53 a dale genu IDH1A2, ktery patfi mezi velmi Casto mutovany gen U sekundarnich
glioblastomi (Arjona, D., et al., 2006). Amplifikace genu PDGFRA, ktery je lokalizovan na
lokusu 4q12, je detekovana u vSech subtypu glioblastomu, s nejvyssi frekvenci pravé u
proneuralniho subtypu (Verhaak, R., G. W., et al., 2010). Podle vyzkumu Noble a kolektivu
mohou gliomy proneuralniho subtypu alternativné vzniknout z progenitorovych, nebo

nervovych kmenovych bun¢k (Noble, M., et al., 2004).

Glioblastom neuralniho subtypu se vyznacuje expresi neuronovych markert napi:
NEFL, GABRAL a SYT1. Buiiky tohoto typu glioblastomu jsou svou expresi nejvice podobné

bunkam vzork ziskanych z normalni mozkové tkang.

Delece genetického materialu v oblasti 17911.2, které obsahuji gen NF1, je pak
typickou chromosomalni aberaci v buiikach gliomi mezenchymalniho typu (Verhaak, R. G.
W., et al.,, 2010). Mezenchymalni subtyp, se také vyznaCuje expresi mezenchymalnich
markert, jako jsou napiiklad geny CHI3L1 a MET (Phillips, H., et al., 2006).

Mezi dal8i vysoce exprimované geny v naddorech mozkovych glioblastomii patii
geny z nadorové rodiny pro tumor nekrotizujici faktor a geny patiici do NF-xB dréhy, jako

naptiklad TRADD, RELB a TNFRSF1A (Verhaak, R. G. W., et al., 2010).
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5 Oligodendroglialni nadory

Oligodendrogliomy patii mezi mozkové gliomy, které vznikaji v bilé hmoté
mozkové kiry. Pokud tyto bunky maji podobny histologicky vzor jako normadlni
oligodendrocyty, jsou charakterizovany jako oligodendrogliom. Podle WHO klasifikace
délime oligodendroglialni nadory na oligodendrogliomy (stupenn 1I) a anaplastické
oligodendrogliomy (stupenn Il11) (Reddy, K. S., 2008). Oligodendroglialni nadory reaguji

vétsinou prizniveji na chemoterapii a jsou spojeny s méné nepiiznivou progndzou.

5.1 Oligodendrogliom (WHO grade II)

Nejcastéjsim nalezem u oligodendrogliomt jsou predev§im aberace chromosomu
1 a 19. Delece v oblastech 1p a 19q byvaji ¢astou genetickou zménou u difuzné infiltrativnich
gliomt. Delece na chromosom 1, zejména v telometické casti 1p, byly detekovany nejen
v mozkovych gliomech, ale nalézdme je u nadorovych onemocnéni, které zahrnuji rtizné typy
solidnich tumori, leukémie a myeloproliferaéni onemocnéni. V oblasti 1p se predpoklada
pritomnost jednoho ¢i vice tumor-supresorovych genii, které hraji roli v patogenezi neoplazii.
U diftznich gliomt dochazi nejcastéji k alelickym ztratam v oblasti 1p36 mezi genetickymi
markery D1S1612 a D1S468 (Smith, J. S., et al., 2000). U vétsiny oligodendrogliomti (WHO
grade 1), a piiblizné¢ dvou tietin anaplatickych oligodendrogliomtt (WHO grade III), stejné
tak u oligoastrocytomtt (WHO grade II) a anaplastickych oligoastrocytomt (WHO grade III),
se vyskutyje kombinovana delece 1p/19g (Vogazianou, A., P., et al., 2010). Tato aberace je
pravdépodobné dusledkem nebalancované translokace t(1;19)(q10;p10), pii které vznika
derivovany chromosom slozeny zkratkych ramen chromosomu 1 a kratkych ramen

chromosomu 19, dochazi tedy k parcialni deleci 1p a 19q (Kelly, J. P., et al., 2010).

Oligodendrogliomy se casto vyskytuji u pacienti mladsich 40 let, zatimco
anaplastické oligodendrogliomy (stupen I11) jsou obvykle pozorovany u pacientt starSich 40
let (Ludwig, C. L., et al., 1986). Tyto nadory se histologicky vyznacuji ptredev§im

rovnomérnou distribuci, ohrani¢enymi a zaoblenymi jadry
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Na chromosomu 1 jsou kandidatni tumor-supresorové geny pravdépodobné
lokalizovany v oblastech 1p34~p35 , 1p36.2 a 1p36.3. Na chromosomu 19 je kandidatni
oblast o velikosti ~3.7 Mb lokalizovana v lokusu 19q13.3. (Reifenberger, G. J., et al., 2003).
Kromé kombinované ztraty obou chromosomovych ramen 1p a 199 je u oligodendrogliomu
n¢kdy pozorovana i samostatna delece genetického materialu na 1p (Cairncross J. G., et al.,
1998). Naopak samostatna delece 19q je ¢astou chromosomovou aberaci, kterd je spojena
s progresi astrocytickych nadort, zatimco u oligodendroglialnich nadort se prakticky

nevyskytuje (Kleihues, P., et al., 1994).

K dal$im rekurentnim zménam patii naptiklad hypermetylace promotoru MGMT
genu, ktera byva detekovana u priblizné¢ 60-80% oligodenrogliomt (Uhlmann, K., et al.,
2003). Muzeme se setkat i s amplifikaci genu EGFR, jehoz zvySena exprese je typickym
nalezem rovnéz u high-grade astrocytarnich tumort (Kleihues, P., et al., 2000; Hoang-Xuan,
K. etal., 2001).

5.2 Anaplasticky oligodendrogliom (WHO grade I1I)

Anaplastické oligodendrogliomy se od oligodendrogliomt (grade II) 1iSi vyssi
mitotickou aktivitou a v&tsi mobilitou, mohou také vykazovat vaskularni proliferace a
nekrozy (Reddy, K. S., 2008).

Kombinovana delece 1p/19q je CastéjSim, znakem oligodendrogliomu (stupeii 11),
byva ale detekovana také v anaplastickych oligodendrogliomech (stupen IIl), zde je vSak
frekvence delece 1p/19q nizsi (Reifenberger, G. J., et al., 2003). Podle nékterych autori
pacienti s anaplastickym oligodendrogliomem, u kterych byla detekovana kombinovana
ztrata 1p a 19q 1épe reaguji na chemoterapii a maji tak lepsi celkové preziti (Ino, Y., et al.,
2001). Vliv této aberace na citlivost viici 1é¢bé je dnes jednim z hlavnich pfedmétt vyzkumu.
Pacienti se samostatnou deleci 1p nebo pacienti s mutaci genu p53 maji prognézu horsi.
Nejhor$i prognézu maji nemocni bez kombinované delece 1p/19q a zaroven S mutaci genu
p53 (Ino, Y., et al., 2001).
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K dal§$im zménam, které muzeme detekovat u ologodendroglidlnich nadorti a
které mohou neptiznivé ovliviiovat prognézu nemocnych s timto nadorovym subtypem, patii
amplifikace genu EGFR (Reifenberger,G. J., et al., 2003). Zvysené hladiny EGFR genu byly
identifikovany u rtiznych typt malignich onemocnéni, a zda se, ze by mohly hrat ulohu v

podpofe rastu solidnich nadort (Nicholson, R. I., et al., 2001).

U obou oligodendroglidlnich subtypti se mizeme setkat rovnéz s mutaci genu
IDH1. Tato zména se vyskytuje také u astrocytarnich tumort II. a III. stupné€, naopak zifidka

se vyskytuje v primarnim glioblastomu, ¢i Vv pilocytickém astrocytomu.

U nemocnych s anaplastickym oligodendrogliomem nalézame monoalelické nebo
bialelické delece genetického materialu v oblasti 9p21 zahrnujici geny p16 (CDKN2A), p14 a/
nebo p15 (CDKN2B) (Reifenberger, G. J., et al., 2003, Bortolotto, S., et al., 2000). Gen p15
(CDKNZ2B) se podili na regula¢ni draze bunécného cyklu a p14 ARF, patiici do p53 signalni
drahy (Schmidt, E. E., et al., 1994).

6 Oligoastrocytarni nadory

Oligoastrocytarni nadory jsou nadory vykazujici smés dvou rtiznych nadorovych
bunéénych typi, pfipominajici nadorové buiky v oligodendrogliomech a difiznich

astrocytomech (Kleihues, P., et al., 2002).

Oligoastrocytomy, stejné¢ jako astrocytomy a oligodendrogliomy, lze rozdélit na
vysokostupniové a nizkostupnové (Hiremath, G. K., et al., 2007). Histologicka diagnoza
smiSenych tumoru je obvykle velmi obtizna, protoze ¢asto neni mozné urcit skuteény rozsah
obou slozek vzhledem k neuplnym odbértim vzorku. U oligoastrocytarnich nadori nalézame
genetické zmény, které mohou odpovidat obéma pifedchozim glidlnim subtypim (t].

astrocytarnim i oligodendroglidlnim tumortim).
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7. DIAGNOSTIKA

K zakladnim diagnostickym metoddm u mozkovych gliomi patii vySetieni
pomoci zobrazovacich metod, které jsou schopny detekovat rozsah, lokalizaci a mozny typ
nadoru. NejcCastéji je vyuzivano tzv. vypocetni tomografie — CT vySetieni, magnetické
rezonance — MT vysetieni a pozitronové emisni tomografie — PET vySetfeni. Po zédkladnim
zobrazovacim vySetfeni nasleduje stereotakticka biopsie, pfi které je odebrana ¢ast nddorové
tkané, kterd podstupuje laboratorni diagnostiku, kterou v dneSni dobé predstavuji
histologické, cytogenetické a molekularné cytogenetické metody. Diive se standardné
pouzivalo pouze histologické vySetieni, zatimco dnes jsou pro presnéjsi diagnostiku
vyuzivana i molekularné cytogeneticka vysetieni, zaloZzena na detekci a analyze genomovych

abnormalit.

7.1. Molekularné-cytogenetické metody

Cytogenetickd analyza chromosomovych aberaci v karyotypu bunék solidnich
nadorti ma fadu metodickych technickych omezeni a proto je ¢asto velmi obtizna. Od 70. let
20. stoleti jsou proto stale Castéji v cytogenetice vyuzivany rizné modifikace molekularné-
cytogenetickych metod, které doplnuji a upiesnuji vysledky konvenéni cytogenetické analyzy.
Nespornou vyhodou téchto technik je moznost hodnoceni velkého poctu bunck a to i bunék,

které se nedéli, tzv. interfaznich jader.

Zéakladem vSech téchto technik je tzv. in situ hybridizace, ktera byla poprvé
vyuZita k lokalizaci repetitivnich sekvenci v centromerickych oblastech mysich chromosomi
v roce 1969 (Pardue, M. L., et al., 1970). Metodické moznosti hybridizace in situ byly
zpocatku velmi omezené, protoze byly zalozeny na vyuziti radioaktivné znacenych sond.
Vysledky se nasledné odecitaly z autoradiogrami a slabsi signaly byly velice obtizné
hodnotitelné. Proto byla pozdéji vyvinuta metoda zaloZend na vyuZiti DNA sond vétSinou
ptimo znac¢enych riznymi fluorochromy — tzv. fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Jeji
modifikace, kterd se vyuziva k detekci chromosomovych aberaci v nedélicich se interfaznich

jadrech byva oznacovana jako interfazni FISH (I-FISH).
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7.1.1. Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH umoznuje cilenou vizualizaci vybranych chromosomd,
chromosomovych oblasti a/nebo specifickych genii V jednotlivych buiikkdch ve stadiu
metafaze i Vv interfaznich jadrech (Schrock, E., et al., 1996). Mezi dalsi vyhody této metody
patii vysoka specifita, citlivost, bezpecnost, relativné kratkd doba hybridizace a rychlé
vyhodnoceni vysledkl a ddle moznost pouziti vétsiho poctu rizné znacenych sond V jediném

hybridiza¢nim experimentu (Werner, M., et al., 1997).

Chromosomové aberace v bunikdich mozkovych nador byvaji nejcastéji
detekovany metodou I-FISH na histologickych tezech. V tomto pfipad¢ je nadorova tkan
nejdiive fixovana formolem a néasledn¢ zalita do parafinu. Parafinové blocky jsou krajeny na
mikrotonu na ultratenké fezy, které jsou poté pieneseny na podlozni mikroskopicka skla a na
ty je posléze aplikovana metoda I-FISH. Nevyhodou vySetfeni histologickych fezii je
odkrojeni ¢asti jader pii piipravé fezu, proto se pii nasledné detekci fluorescenénich signala
setkavame s relativné vysokym rizikem fale$né pozitivnich nalezti (zejména pii detekci
deleci). Jinou moznosti je vyuziti tzv. otiskovych preparatd, kdy je ¢ast nadorové tkané
otisknuta na mikroskopické sklo, pfi¢emz ¢ast bunék na preparatu ulpi. Takové preparaty jsou

pak fixovany a pouzity pro FISH.

V Centru nadorové cytogenetiky VFN a 1. LF UK byl zaveden novy postup pro
odbér a zpracovani vzorkd maligni mozkové tkdné pro molekularné cytogenetické analyzy,
ktery je zaloZen na vyuziti bun&nych suspenzi. Cerstvé nefixované vzorky nadorové tkang
odebrané¢ pfti chirurgickych vykonech pod dohledem neurologa jsou pfeneseny do odbérového
média (PBS, heparin), ve kterém jsou nasledné resuspendovany, aniz by doslo k poskozeni
jednotlivych bunék. Buiiky jsou pak dale zpracovany klasickym cytogenetickym postupem
(hypotonie, fixace) a z takto fixovanych bunéfnych suspenzi jsou ptipraveny standardni
mikroskopické preparaty pro I-FISH (Zemanova, Z., et al. 2006). Z casti Cerstvé nadorové

tkan¢ je rovné€z izolovana DNA, ktera je vyuzivana pro dalsi molekularné genetické analyzy.

K detekci znamych specifickych aberaci v buitkach mozkovych nadord
pouzivame panel piimo znacenych DNA sond (Abbott Vysis). Tyto sondy Ize pouzit na jadra
Vv interfazi. Ve srovnani napt. S leukemickymi bunikami, kdy jsou pii diagndze vySetfovany
hlavné metafazick¢é chromosomy ziskané z kultivovanych bunék kostni diené, je kultivace

bunék solidnich nadorl spojena s fadou obtizi. V pribéhu dlouhodobé kultivace se muize
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ménit zastoupeni bunck, které nemusi v kone¢né fazi dobie reprezentovat slozeni nadoru.
Rovnéz kvalita ziskanych chromosomi neni optimalni. Z tohoto diivodu se v nasi laboratofi
pracuje sjadry v interfazi pfipravenymi z bunéénych suspenzi. Pomoci lokus specifickych
sond vySetfujeme genové amplifikace, delece, a translokace. Pomoci sond centromerickych
zjistujeme pocet jednotlivych chromosomu a detekujeme numerické odchylky. Pocet signala
jednotlivych DNA sond a jejich uspotadani v interfazickych jadrech hodnotime ve
fluorescenénim mikroskopu. Tento piistup umoziiuje cilenou detekci specifickych
chromosomovych aberaci, ale neposkytuje informace o celém genomu nadorovych bun¢k a o
vSech kryptickych zménach, které v ném mohou byt pfitomny. Moznost detekce Sirokého
spektra nebalancovanych genomovych aberaci s vysokou citlivosti poskytuji metody zalozené
na celogenomovych analyzach, zejména tzv. mikro¢ipové technologie (Nowak, D., et al.,

2009).

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with
,No:escem df/

/
L/
F 4
s
4 S

Obrizek ¢ 3:
Schéma Fluorescencni in situ hybridizace (pfevzato z National Human Genome Research
Institute: http://serc.carleton.edu/microbelife/research_methods/microscopy/fish.html)
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7.1.2. Mikrocipové technologie

V poslednim desetileti doSlo k vyznamné progresi v oblasti molekularnich
cytogenetickych technik, které umoziuji rychlou a pfesnou detekci strukturnich prestaveb na
celogenomové trovni. Tzv. mikro¢ipy (DNA array) jsou v souc¢asné dob¢ Siroce vyuzivany
v molekularni biologii. Tato metoda byla pivodné vyvinuta pro genomové profilovani, dnes
je bézn¢ pouzivana k detekci nebalancovanych zmén poctu kopii DNA sekvenci (array-based
CGH), k detekci jednonukleotidovych polymorfismu (Single Nucleotide Polymorphism, SNP
array), ke studiu metylace DNA, alternativniho sestfihu a interakci protein—-DNA (Le
Scouarnec., et al., 2011). Vyhodou ¢ipovych technologii je moznost souc¢asné detekce vSech
nebalancovanych zmén v jednom experimentu, vysoké rozlieni (<400bp), moznost navrzeni

vlastniho ¢ipu (aray CGH) a nezavislost na déleni bunék.

V nasi laboratofi vyuzivame k detekci nebalancovanych aberaci v bunkach
mozkovych tumorl metosu SNP array, kterd je zaloZena na vyuziti jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP), coz jsou odchylky individualnich nukleotidi v sekvenci DNA
(LaFramboise, T., 2009). Tyto odchylky patii mezi nejéastéjsi zdroj genetické variability
v lidském genomu (Nowak, D., et al., 2009) a jejich mnozstvi se odhaduje cca na 10 az 15
miliont (Kruglyak, L., et al 2001; Botstein, D., et al., 2003). Vétsina SNP se vyskytuje ve
dvou alelach, v ptipadé, ze lezi v kodujici oblasti genu, jsou odliSeny na synonymni a
nesynonymni v zdvislosti na tom, zda méni sekvenci aminokyselin. SNP, které lezi
v nekodujicich oblastech genomu, mohou mit vliv na sestfihové procesy a transkripéni
faktory a zpusobuji tak odlisné fenotypy (Nowak, D., et al., 2009). Ptitomnost v genech ale
nemusi vést pfimo k fenotypovému projevu, diky degenerovanosti genetického kodu, presto
je dnes potvrzen vliv polymorfismii na zvySeni nadchylnosti k riznym onemocnénim, zhorSeni
pribéhu nemoci a citlivosti na 1é€bu. Mnozstvi polymorfismti a jejich kombinace je u

kazdého Cloveka velice variabilni (Gojova, L., et al., 2006).

K detekci nebalancovanych zmén v bunikkach mozkovych gliomd pouzivame SNP
C¢ipy od firmy Ilumina. Metoda je zalozena na komplementarit¢ jednotlivych bazi a
hybridizaci fragmentované jednovlaknové DNA na pole obsahujici stovky tisic sond
s jedine¢nou nukleotidovou sekvenci (LaFramboise, T., 2009). V zavislosti na sekvenci
nukleotidi dochazi k hybridizaci vySetfované DNA s komplementarnimi sekvencemi
oligonukleotidii na ¢ipu. Pfed samotnou hybridizaci je celogenomova DNA izolovana

z homogenizované nadorové tkan¢ ziskané pii mozkové biopsii zpracovana pomoci
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restrikénich enzymut. Nasledné dochazi k celogenomové amplifikaci (whole genome
amplification) (Le Scouarnec, S., et al., 2011). Po hybridizaci takto pfipravené DNA na ¢ip
probiha jeji znaceni fluorochromem (Le Scouarnec, S., et al.,, 2011). Na mikro¢ipu je
umisténo nékolik vlaken DNA sekvenci, které se liSi v misté¢ polymorfismu jedinou bazi. Pti
hybridizaci je vyuzitu principu perfektni shody (perfekt match) nebo omylu (mismatch). Pii
hybridizaci se tepeln¢ nejstabilngjsim komplexem stava ta ¢ast fragmentu a sondy kde
dochazi k dokonalé shod¢, u ostatnich komplexit DNA - sonda je teplota tani niz$i
(Matsuzaki, H., et al., 2004), proto pfi nasledném omyvani ¢ipa pfi teploté okolo 45 °C je
nedostate¢né hybridizovana DNA odstranéna, zatimco fragmenty, kde doslo k dokonalé shod¢

se sondou, zistavaji na ¢ipu.

Tyto vazby jsou zaznamenany pomoci laserového scanneru a nasledné
analyzovdny pomoci specializovaného programu, ktery na zdkladé shodnosti vySetfované

DNA a specifické sondy odhali nebalancované genomové aberace (Nowak, D., et al., 2009).

Metodou SNP array jsme schopni kromé amplifikaci a deleci detekovat
mozaicismus, LOH a uniparentalni disomii (UPD) (Conlin, L. K., et al., 2010). SNP array

také poskytuje piesnéjsi informace o0 poctu kopii genetického materialu v konkrétnich
lokusech (Greenman, C. D., et al., 2010).
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Obrazek ¢. 4 : Postup metody SNP array, protokol Illumina Infinum HD (pfevzato z Le
Scouarnec, S. et al, Heredity,2012).
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8. ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo piehledné shrnout souc¢asné poznatky o genomovych
aberacich v bunkach mozkovych nadord, jejich klinickém vyznamu a moznostech jejich

detekce.

V bunkéch diftsnich glioml byla popsana celd fada specifickych genomovych
zmen, které Casto koreluji s konkrétnimi subtypy nadora a jsou proto vyuzivany k upiesnéni
diagnozy. Z vysledkti studii publikovanych v odborné literatuie je vSak ziejmé, Ze
mechanismy vedouci Kk malignimu zvratu nizkostupnovych gliomid do tumora vys$Sich grada
dosud nebyly uplné objasnény. Nové informace by proto mohlo pfinést vyuziti molekularné
cytogenetickych metod, které umoznuji zachyt vSech specifickych aberaci i kryptickych
nebalancovanych zmén v genomu nadorovych bunék a mohou tak pfispét k lepSimu
pochopeni patogeneze mozkovych nadori. Cilem dalsi studie proto bude sledovani frekvence
znamych specifickych aberaci v jednotlivych nadorovych subtypech a detekce kryptickych

zmén (amplifikaci/deleci), které by mohly souviset s malignim zvratem low-grade glioma.
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