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Abstrakt 

 

Mozkové gliomy jsou heterogenní skupina nádorů různých histologických 

subtypů, které se liší odezvou na léčbu a prognózou. Nejpočetněji jsou zastoupeny nádory 

vycházející z astrocytární řady a z oligodendrocytů. Významnou roli ve vzniku a progresi 

mozkových nádorů hrají genetické změny v genomu gliálních buněk.  

Diagnostika difúzních gliomů založená na buněčné morfologii je subjektivní a 

rovněž léčba je vzhledem k jejich lokalizaci a difúznímu charakteru v současné době velmi 

problematická. Proto je nezbytné hledat nové diagnostické a prognostické ukazatele, které by 

umožnily efektivnější léčbu a vedly tak ke snížení morbidity a mortality nemocných. Jednou 

z možností je subklasifikace pacientů do diagnostických skupin podle nálezu specifických 

chromosomových aberací detekovaných kombinací interfázní fluorescenční in situ 

hybridizace (I-FISH) a mikročipových technologií. Využití molekulárně cytogenetických 

metod přispívá k upřesnění diagnózy a prognózy nemocných s difúzními gliomy a k lepšímu 

pochopení patogeneze mozkových nádorů. 
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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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1  ÚVOD 
 

K nejčastějším nádorům CNC patří tzv. mozkové gliomy. Jedná se o heterogenní 

skupinu tumorů, vycházejících z nervové podpůrné tkáně (tzv. gliové tkáně), které se liší svou 

lokalizací, růstovým potenciálem a rozsahem invazivity růstu, morfologickými rysy, a 

klinickým průběhem. Řadíme sem jak nádory méně agresivní tak nádory vysoce agresivní. 

Ačkoliv nádory mozku představují pouze 2% maligních nádorů všech tkání dospělé populace, 

způsobují statisticky vysokou morbiditu a mortalitu, protože jejich úplné vyléčení je 

nemožné. Chirurgický zákrok v oblasti mozku je velmi problematický. Buňky mozkových 

gliomů jsou difúzně lokalizované a kompletní odstranění nádoru je proto nemožné. K relapsu 

a progresi onemocnění proto dochází běžně i u tumorů nižších stupňů (Gorard, S., et al., 

2003). Incidence v ČR je 6,4–7,5/100 000 obyvatel, s větší četností u mužů 

Podle aktuálně platné WHO klasifikace jsou mozkové gliomy rozděleny do 

jednotlivých skupin na základě jejich tkáňového původu a stupně malignity. Patří sem tzv. 

astrocytomy, oligodendrogliomy a oligoastrocytomy. 

K nejčastějším typům mozkových gliomů patří tzv. astrocytární nádory, derivující 

se z buněk astrogliální řady. Jedná se o širokou skupinu tumorů, které mají více 

histologických forem s různým stupněm malignit. Jejich klasifikace je založena na 

mezinárodně uznávaných kritériích stanovených Světovou zdravotnickou organizací (WHO) 

(Louis, D. N., et al., 2007). Tato kritéria rozdělují astrocytární nádory na tzv. nízkostupňové 

(tzv. low-grade) astrocytomy (pilocytický astrocytom, WHO grade I; difusní astrocytom, 

WHO II) a vysokostupňové (high-grade) astrocytomy (anapastický astrocytom, WHO grade 

III; primární a sekundární glioblastom, WHO grade IV) (Gorard, S., et al., 2003). Jednotlivé 

skupiny se liší histologickými a klinickými příznaky a celkovou dobou přežití.  

Oligodendrogliální nádory vycházejí z oligodendrocytů, které obklopují axony 

neuronů v centrální nervové soustavě a vytvářejí na nich myelinové pochvy. Představují 

přibližně 4% všech nádorů mozku. Podle WHO klasifikace se dělí na oligodendrogliomy 

(WHO grade II) a anaplastické oligodendrogliomy (WHO grade III). Prognóza 

oligodendrogliálních nádorů je ve srovnání s high-grade astrocytomy méně nepříznivá. 

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
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Zvláštní skupinu představují tzv. oligostrocytomy (WHO grade II-III), což jsou 

mixované tumory, které histologicky nesou rysy jak astrocytárních tak oligodendrogliálních 

nádorů. 

V posledních letech se intenzivně hledají laboratorní techniky, které by rozšířily 

základní spektrum vyšetřovacích metod a umožnily by včasnou diagnostiku nádoru, přispěly 

k účinnější léčbě a vedly tak ke snížení morbidity a mortality nemocných. Jedním z přístupů, 

které by mohly přispět k časnému stanovení rizika vzniku nízkostupňových gliomů a jejich 

progrese do nádorů vyšších gradů patří analýza genomových změn v gliálních buňkách 

založená na kombinaci molekulárně genetických a molekulárně cytogenetických metod, 

především metody interfázní fluorescenční in situ hybridizace (I-FISH) a mikročipových 

technologií (array CGH, SNP array). 
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2 ETIOLOGIE 
 

Etiologie mozkových nádorů je nejspíše multifaktoriální. Mezi exogenní faktory 

patří některé chemické látky, viry, záření a stavy spojené s imunosupresí. Mezi endogenní 

řadíme především genomové aberace (Fadrus, P., et al., 2010), molekulární mutace a 

epigenetické modifikace. 

Cytogenetické a molekulárně genetické studie prokázaly, že genetické aberace 

jsou spojené se vznikem a progresí nádoru. Určitý typ aberací nalézáme u všech typů gliomů, 

zatímco některé jsou charakteristické pro danou skupinu. K nejčastějším genetickým změnám 

vyskytujícím se v buňkách mozkových nádorů patří ztráty celých chromosomů (monosomie) 

nebo jejich částí (delece), přestavby chromosomů (nebalancované translokace, inverze a 

inserce), amplifikace jednotlivých genů nebo chromosomových segmentů, aberantní 

intracelulární signalizace, nebo mutace tumor supresorových genů. Důsledky těchto mutací 

jsou dnes již dostatečně prozkoumané - jedná se nejčastěji o podporu buněčného růstu, nebo 

inhibici buněčné smrti, což vede ke zvýšení počtu nádorových buněk. Přesná analýza 

genomových abnormalit přispívá k pochopení příčin vzniku a progrese nádoru a může přispět 

k identifikaci genů, hrajících roli v těchto procesech (Arslantas, A., et al., 2007). 

V odborných cytogenetických a molekulárních studiích jsou genetické aberace 

obvykle pozorovány ve většině zkoumaných vzorků nádorové tkáně a ukazuje se, že počet 

genetických aberací se zvyšuje s agresivitou nádoru (Zemanova, Z., et al., 2006). 
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3 KLASIFIKACE  

 

Významným indikátorem prognózy a důležitým prvkem pro stanovení léčebných 

postupů, je tzv. grading, kterým určujeme stupně malignity. Mezi kritéria důležitá pro určení 

gradingu patří proliferační aktivita buněk, stupeň buněčné diferenciace, přítomnost buněčných 

a jaderných atypií, mitotická aktivita, angiogeneze a přítomnost nekróz (Louis, D. N., et al., 

2007). Z hlediska molekulárně-genetického je důležitá přítomnost charakteristických 

genetických aberací.  

Podle WHO klasifikace jsou gliomy klasifikovány do čtyř stupňů (I, II, III, IV) 

v závislosti na histologii nádoru. Nádory stupně I a II jsou uváděny jako low-grade gliomy 

(Reddy, K. S., 2008). Do této skupiny řadíme pilocytický astrocytom (WHO grade I), difúzní 

astrocytomy a oligodendrogliomy (WHO grade II). High-grade gliomy, jsou vysoce agresivní 

tumory, kam patří anaplastický astrocytom, anaplastický oligodendrogliom, anaplastický 

oligoastrocytom (WHO grade III) a nejagresivnější skupina nádorů glioblastomy (WHO grade 

IV). 

Z hlediska lokalizace rozlišujeme tzv. multifokální a multicentrický výskyt 

gliomu. V případě multifokálního výskytu se nádor šíří skrze komisurální cesty, např. corpus 

callosum, nebo dochází k diseminaci pomocí mozkomíšního moku. U multicentrického 

výskytu se jedná o separátní místa vzniku, kdy nádory vznikají nezávisle na sobě. Tato 

varianta je však velmi vzácná (Vybíhal, V., et al., 2004). 
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4 Astrocytární nádory 
 

Grading astrocytární tumorů. 

Stupeň 

(grade)  

 

Subtyp mozkového 

nádoru  

 

Povaha nádoru  

 

I  

 

Pilocytický 

astrocytom 
Nejméně agresivní 

 

II  

 

Difúzní astrocytom Méně agresivní 

III  

 

Anaplastický 

astrocytom 
Agresivní 

IV 

Glioblastom 

(primární, 

sekundární) 

Vysoce agresivní 

 

 

4.1 Nízkostupňové (low-grade) astrocytomy  

 

Low-grade astrocytomy se vyskytují především u pacientů mladšího věku, věkový 

průměr se pohybuje okolo 40 let. Jejich klinické projevy jsou dlouho asymptomatické, jejich 

nejčastější lokalizací je supratentoriální oblast. Tyto nádory jsou dobře diferenciované. 

Typická je pomalá rychlost růstu s minimálními klinickými příznaky (Fadrus, P., et al., 2010). 

Průměrná doba celkového přežití nemocných s nízkostupňovými gliomy se pohybuje mezi 

šesti až osmi lety.  
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4.1.1 Pilocytický atrocytom (WHO grade I) 

 

Pilocytický astrocytom je jedním z nejčastějších nádorů CNS u dětí ve věku 5- 19 

let, ale někdy se vyskytuje se i u mladších dospělých pacientů (Jones, D., et al., 2008). 

Typickým nálezem u tohoto typu nádoru je duplikace, fúze nebo bodová mutace BRAF genu 

lokalizovaného v oblasti 7q34, což vede k aktivaci BRAF proteinkinázy. Fúzní gen 

KIAA1549-BRAF se typicky vyskytuje u low-grade astrocytomů, zatímco alternativní nález 

V600E-BRAF genu charakterizuje nádory s vyšším stupněm malignity. KIAA1549-BRAF je 

fúzní gen, který vzniká v důsledku interní tandemové duplikace v oblasti 7q34, při které N 

konec genu KIAA1549 fúzuje s C koncem genu BRAF (Sievert, A. J., et al., 2013). Dochází 

tak ke konstitutivní aktivaci BRAF kinázy (Jones, D., et al., 2008). 

Ačkoli prognostický význam aberací tohoto genu není zatím dobře znám, může 

BRAF představovat nový terapeutický cíl pro inhibice mitogen aktivované proteinkinázy 

(MAPK), které regulují substráty, podílející se na buněčné diferenciaci, proliferaci a apoptóze 

(Von Deimling, A., et al., 2011). Úspěšná léčba low-grade gliomů, mezi které je pilocytický 

astrocytom řazen, může zabránit jejich progresi do glioblastomu (Kesari, S., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 1: Schematické znázornění fúze genů KIAA1549 a BRAF (převzato z Tian, Y., et 

al., 2011) 
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4.1.2 Difúzní astrocytom (WHO grade II)  

 

V dospělé populaci většina těchto tumorů postoupí do anaplastického astrocytomu 

a následně do sekundárního glioblastomu. Tato tendence naznačuje že low-grade astrocytomy 

představují rané fáze ve vývoji sekundárního glioblastomu a některé molekulární abnormality 

popsané u low-grade astrocytomů mohou být prvními kroky v cestě k rozvinutí plné malignity 

tumoru (Marko, N. F., et al., 2013). Z tohoto důvodu je velmi obtížné popsat veškeré 

genetické abnormality, které jsou specifické pouze pro tento typ astrocytomů. Mnoho 

molekulárních studií se zabývá analýzou genomických a epigenomických změn, které se 

vyskytují s relativně nízkou frekvencí v buňkách low-grade astrocytomů, ale jejich frekvence 

se zvyšuje při progresi tumoru do vyššího stupně malignity (Marko, N. F., et al., 2013). 

K těmto změnám patří například ztráty heterozygozoty (LOH) na krátkých 

ramenech chromosomu 17 (17p) zahrnující gen p53 (TP53), které vznikají v důsledků delecí 

17p, bodových mutací nebo uniparentálních disomií (UPD). Gen p53 je známý tumor-

supresorový gen, který hraje roli jak ve formování nízkostupňových astrocytomů, tak i 

v jejich progresi směrem k sekundárnímu glioblastomu (Bögler, O., et al., 1995). Gen p53 je 

lokalizován v oblasti 17p13.1 a podílí na několika buněčných procesech včetně regulace 

buněčného cyklu, reakce buněk na poškození DNA, buněčné diferenciace a buněčné smrti. 

Aktivovaný p53 indukuje transkripci p21WAFf/CIP1, který upravuje průběh buněčného cyklu 

v G1 prostřednictvím své činnosti na cyklin-CDK komplexech (Bögler, O., et al., 1995). 

Aberace genu p53 se vyskytují rovněž u glioblastomů (WHO grade IV), přičemž jejich 

incidence je vyšší u sekundárního než u primárního glioblastomu, kde se vyskytuje velmi 

vzácně. Frekvence p53 mutací se však významně nezvyšuje mezi low-grade astrocytomy a 

glioblastomy, což podporuje hypotézu o vzniku sekundárního glioblastomu progresí z low-

grade astrocytomů. Rovněž další geny, které se nacházejí v této oblasti, mohou být zapojeny 

do iniciace vzniku astrocytárních nádorů. Do této skupiny kandidátních onkogenů řadíme 

především MET a CDK6 (Kitange, G., et al., 2005). 

K velmi častým chromosomovým změnám u low grade astrocytomů patří rovněž 

trisomie, nebo polysomie chromosomu 7, která je popisována u více než 50% případů 

(Reifenberger, G., et al., 2004). Zisk genetického materiálu na dlouhých ramenech 

chromosomu 7 (7q) by pravděpodobně mohl souviset s tumorgenezí u astrocytárních nádorů 
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(Arslantas, A., et al., 2004). Některé studie zabývající se touto problematikou ukázaly, že 

onkogen MET, který se nachází se v oblasti 7q31 a kóduje růstový faktor hepatocytů a 

„scatter“ receptorový faktor, bývá amplifikován přibližně u 20% astrocytárních nádorů 

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

Jiní autoři popsali rekurentní zisk genetického materiálu například 

v chromosomových oblastech 8q, 5p, 9 a 19p. Naopak ztráty genetického materiálu bývají 

nejčastěji popisovány v oblastech 17p, méně častěji v oblastech 6q, 10p, 13q, 19q, 22q a na 

pohlavních chromosomech (Reifenberger, G., et al., 2004). 

Významnou úlohu v biologii low-grade astrocytomů hrají rovněž některé 

epigenetické změny, například hypermetylace genu ARF. Jeho genový produkt p14ARF, se 

váže na MDM2 (Mouse Double Minute 2 homolog, známý pod názvem E3 ubiquitin-protein 

ligáza) a stabilizuje geny MDM2 a p53. Metylace p14ARF promotoru, která vede k jeho 

snížené produkci, tak zároveň vede k destabilizaci MDM2 a p53. Ve studii Watanabe et al., 

byla hypermetylace ARF (p14ARF) promotoru prokázána u 26% tumorů a ve všech případech 

byla detekována progrese do sekundárního glioblastomu (Watanabe, T., et al., 2007). MDM2 

je gen je lokalizovaný na chromosomu 12q13-14 a kóduje protein složený ze 491 

aminokyselin. Tento protein má všechny znaky transkripčního faktoru. Existuje v pěti 

odlišných variantách, z nichž dvě mají schopnost interakce s p53. MDM2 působí jako E3 

ubiquitin ligáza, jejímž cílem je řada buněčných proteinů. K nejdůležitějším patří proteiny 

genů p53 a RB1. MDM2 přidává molekuly ubiquitinu na některý z lysinových zbytků blízko 

C-konce p53. Takto označený p53 protein je exportován do cytoplazmy a degradován v 26S 

proteazómu. Tím MDM2 negativně reguluje apoptózu zprostředkovanou p53 (Marine, J. C. 

H., et al., 2009).  

Podobně hypermetylace promotoru DNA-reparačního genu O6-methylguanine-

DNA methyltransferázy (MGMT) byla detekována u vysokého počtu low-grade tumorů. 

Studie ukazují, že MGMT metylace je spojena s mutací p53 a zároveň se vylučuje 

s hypermetylací ARF (p14ARF) promotoru (Watanabe, T., et al., 2007). 
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Obrázek 2- Signální dráha proteinu p53 (převzato z Snustad, D. P., et al., 2009) 

 

 

4.2  Vysokostupňové (high-grade) astrocytomy 

 

High-grade astrocytomy jsou agresivní mozkové gliomy, které jsou za současných 

možností neléčitelné (chirurgicky ani chemoterapeuticky), hlavním cílem terapie je proto 

zkvalitnit a prodloužit dobu života (Fadrus, P., et al., 2010). 

Pro zařazení do této agresivní skupiny je rozhodující atypie jader, mitotická 

aktivita, celularita, vakulární proliferace a nekrózy v histologickém obraze. Základním 

problémem je, že z odlišných míst nádoru lze získat vzorky s různým stupněm malignity, a 

proto tyto klasifikace mají hodnotu jen při možnosti vyšetřit nádor celý. Proto je základním 

pravidlem každého gradingu hodnocení oblasti s nejvyšším stupněm anaplazie, protože 

právě tato buněčná populace určuje průběh nemoci (Kozler, P., et al., 2007). 



15 

 

Do této skupiny patří tzv. anaplastické astrocytomy (WHO grade III). Průměrná 

délka celkového přežití nemocných s tímto typem nádoru je 52 měsíců. Nejčastějším a 

zároveň nejagresivnějším nádorem CNS je glioblastom (glioblastoma multiforme, WHO 

grade IV). Prognóza nemocných s glioblastomem je velmi špatná, většina pacientů umírá do 

1 roku po stanovení diagnózy (Ohgaki, H., et al., 2007). 

Mezi velmi časté chromosomové aberace, které ovlivňují malignitu a prognózu 

vysokostupňových gliomů, řadíme deleci genu p16 (CDKN2A) lokalizovaného v oblasti 9p21, 

která je častou událostí v přechodu z nízkostupňového astrocytomu do anaplastického 

astrocytomu, ale je také detekována v buňkách  primárních a sekundárních glioblastomů. 

Nádorový supresorový gen p16 (CDKN2A) má důležitou funkci v regulaci buněčného cyklu a 

řídí přechod z G1 fáze do S fáze (Tachibana, I., et al., 2000). 

Delece RB1 genu v oblasti 13q14 je detekována asi u jedné třetiny nemocných 

s vysokostupňovým astrocytomem. Tento gen patří do skupiny nádorových supresorových 

genů a kóduje protein o molekulové hmotnosti 107 kDA (Kramář, F., et al., 2007). S delecí 

RB1 se můžeme setkat u řady dalších typů solidních tumorů, ale i u hematologicých malignit 

jako chronická lymfatická leukémie, či mnohočetný myelom. 

Mezi další časté genetické abnormality nalézané u vysokostupňových gliomů patří 

aberace genu PTEN lokalizovaného v oblasti 10q23.3, který kóduje duální lipid-proteinovou 

tyrozin fosfatázu (LI, J., et al., 1997). K jeho deleci nebo inhibiční mutaci dochází přibližně u 

40% vysokostupňových gliomů, zejména u glioblastomů (Kramář, F., et al., 2007). 

Amplifikace genu pro transmembránový receptor EGFR (Epidermal Growth 

Receptor), který je lokalizován v oblasti 7p13q12, je typickým nálezem pro primární 

glioblastom. K amplifikaci dochází nejčastěji v podobě extrachromozomálních fragmentů 

(double minutes) s vysokým počtem genových kopií. Někteří autoři se domnívají, že tento 

gen hraje významnou úlohu při difúzní infiltraci glioblastomu do okolních tkání (Okada, Y., 

et al., 2003). 

Delece genu p53 je typická pro sekundární glioblastom, naopak v 

buňkách primárních glioblastomů bývá detekována vzácně (Kramář, F., et al., 2007). Tento 

gen bývá nejčastěji mutovaným genem u všech typů nádorových onemocnění. Patří mezi 

tumor-supresorové geny a je lokalizován v oblasti 17p13.1. Delece nebo mutace genu p53 
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byly detekovány u asi 30-40% astrocytomů všech tří stupňů, z čehož usuzujeme, že vyřazení 

funkce tohoto genu hraje důležitou roli ve formování difúzních astrocytomů, ale i v jejich 

progresi směrem k sekundárnímu glioblastomu (Tachibana, I., et al., 2000). 

Nestabilita genomu nádorových buněk u nemocných s mozkovými nádory se také 

často projevuje vznikem aneuploidií různých chromosomů. K nejčastěji nalézaným početním 

odchylkám patří například trisomie chromosomu 7, která bývá spojena s časným stádiem 

mozkových tumorů. Naopak monosomie chromosomu 10 se objevuje při progresi 

astrocytomů a je typickým nálezen u primárních i sekundárních glioblastomů (Campomenosi 

P., et al., 1996). 

 

4.2.1 Anaplastický astrocytom (WHO grade III) 

 

Anaplastický astrocytom (WHO grade III) může vzniknout z low-grade difůzních 

astrocytomů, nebo jako primární nádor bez jakékoliv předchozí léze (Holland, H., et al., 

2012). K nejčastěji nalézaným genetickým aberacím v buňkách anaplastických astrocytomů 

patří zejména ztráta heterozygozyty (LOH) na chromosomu 19q, delece nebo mutace RB1 

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

Přechod z nízkostupňového astrocytomu do anaplastického je také často 

doprovázen delecí na krátkých ramenech chromosomu 9 v oblasti 9p21, kde je lokalizován 

nádorový supresorový gen p16 (CDKN2A) (Tachibana, I., et al., 2000). 

  

4.2.2 Glioblastom (WHO grade IV) 

 

Glioblastom je nečastější a zároveň nejagresívnější mozkový nádor. Vyznačuje se 

nekontrolovanou buněčnou proliferací, difúzní infiltrací, tendencí k nekróze, posílením 

angiogeneze, odolností vůči apoptóze a rozsáhlými genomovými aberacemi (Kesari, S., 

2011). Podle původu vzniku jsou glioblastomy dále klasifikovány na primární a sekundární 

nádory. Většina glioblastomů se rychle rozvíjí de novo, bez předchozího nálezu méně maligní 

prekurzorové léze (primární glioblastomy). Sekundární glioblastomy se mohou vyvinout 
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z low-grade difuzního astrocytomu, nebo anaplastického astrocytomu. Histologicky jsou 

primární a sekundární glioblastomy většinou k nerozeznání, liší se však jejich genetické a 

epigenetické profily. Jedním z rozhodujících genetických markerů sekundárního glioblastomu 

je IDH1 mutace, která nebývá detekována v primárních glioblastomech. Přes podobný 

histologický vzhled jsou primární a sekundární glioblastomy biologicky rozdílné nádorové 

subtypy, které pocházejí z různých buněčných prekurzorů a mohou rovněž vyžadovat různé 

léčebné přístupy (Ohgaki, H., et al., 2013). 

Jednou z nejčastějších genetických událostí, která je spojena s primárním i 

sekundárním glioblastomem, je ztráta (monosomie) chromosomu 10. K dalším genetickým 

aberacím, které detekujeme u obou typů glioblastomu, patří homozygotní delece oblasti 

9p21.3, která zahrnuje gen p16 (CDKN2A) a delece genu RB1. U primárních glioblastomů je 

charakteristickým nálezem amplifikace genu pro epidermální růstový faktor (EGFR), Naopak 

typickým markerem pro sekundární glioblastom je delece genu p53, která se u primárního 

glioblastomu vyskytuje pouze velmi vzácně, což odráží skutečnost, že glioblastom se vyvíjí 

dvěma odlišnými cestami (Kramář, F., et al., 2007).  

Jiným relativně častým nálezem u glioblastomů je delece oblasti 10q23, kde se 

nalézá gen PTEN (Kleihues, P., et al., 2000). PTEN kóduje tumor supresorový protein 

s tyrozin fosfátovou aktivitou. Ztráta aktivity PTEN vede k deregulaci PI3 kinázy a tím k 

nekontrolované proliferaci buněk (Esrig, D., et al., 1993). Tato genetická změna bývá také 

nalézána u 20-30% oligodendrogliomů, u kterých je spojena s chemorezistencí a nepříznivou 

prognózou. 

Verhaak a kolektiv ve své práci klasifikují glioblastomy na základě genové 

exprese a podle typu genetických aberací do čtyř subtypů: klasický glioblastom, proneurální 

glioblastom, neurální glioblastom, a mezenchymální 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 zároveň ztrátu 

genetického materiálu na chromosomu 10. Ačkoliv amplifikace chromosomu 7 byla 

pozorována také u nádorů jiných stupňů, u klasického subtypu je amplifikace genu EGFR 

nalézána s vyšší frekvencí oproti ostatním subtypům. Vysoká frekvence amplifikace genu 

EGFR se podle studie naopak téměř vylučovala s výskytem mutace genu p53 (Verhaak, R. G. 
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W., et al., 2010). To potvrzuje fakt, že každá z těchto aberací se vyskytuje s vysokou 

frekvencí buď v primárním, nebo v sekundárním glioblastomu, nikoliv však u obou zároveň. 

Proneurální subtyp je spojen s mladším věkem, abnormalitami genů PDGFRA, 

p53 a dále genu IDH1A2, který patří mezi velmi často mutovaný gen u sekundárních 

glioblastomů (Arjona, D., et al., 2006). Amplifikace genu PDGFRA, který je lokalizován na 

lokusu 4q12, je detekována u všech subtypů glioblastomu, s nejvyšší frekvencí právě u 

proneurálního subtypu (Verhaak, R., G. W., et al., 2010). Podle výzkumu Noble a kolektivu 

mohou gliomy proneurálního subtypu alternativně vzniknout z progenitorových, nebo 

nervových kmenových buněk (Noble, M., et al., 2004).  

Glioblastom neurálního subtypu se vyznačuje expresí neuronových markerů např: 

NEFL, GABRA1 a SYT1. Buňky tohoto typu glioblastomu jsou svou expresí nejvíce podobné 

buňkám vzorků získaných z normální mozkové tkáně. 

Delece genetického materiálu v oblasti 17q11.2, které obsahují gen NF1, je pak 

typickou chromosomální aberací v buňkách gliomů mezenchymálního typu (Verhaak, R. G. 

W., et al., 2010). Mezenchymální subtyp, se také vyznačuje expresí mezenchymálních 

markerů, jako jsou například geny CHI3L1 a MET (Phillips, H., et al., 2006).  

Mezi další vysoce exprimované geny v nádorech mozkových glioblastomů patří 

geny z nádorové rodiny pro tumor nekrotizující faktor a geny patřící do NF-κB dráhy, jako 

například TRADD, RELB a TNFRSF1A (Verhaak, R. G. W., et al., 2010). 
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5 Oligodendrogliální nádory 
 

Oligodendrogliomy patří mezi mozkové gliomy, které vznikají v bílé hmotě 

mozkové kůry. Pokud tyto buňky mají podobný histologický vzor jako normální 

oligodendrocyty, jsou charakterizovány jako oligodendrogliom. Podle WHO klasifikace 

dělíme oligodendrogliální nádory na oligodendrogliomy (stupeň II) a anaplastické 

oligodendrogliomy (stupeň III) (Reddy, K. S., 2008). Oligodendrogliální nádory reagují 

většinou příznivěji na chemoterapii a jsou spojeny s méně nepříznivou prognózou.  

 

 

5.1  Oligodendrogliom (WHO grade II) 

 

Nejčastějším nálezem u oligodendrogliomů jsou především aberace chromosomů 

1 a 19. Delece v oblastech 1p a 19q bývají častou genetickou změnou u difúzně infiltrativních 

gliomů. Delece na chromosom 1, zejména v telometické části 1p, byly detekovány nejen 

v mozkových gliomech, ale nalézáme je u nádorových onemocnění, které zahrnují různé typy 

solidních tumorů, leukémie a myeloproliferační onemocnění. V oblasti 1p se předpokládá 

přítomnost jednoho či více tumor-supresorových genů, které hrají roli v patogenezi neoplázií. 

U difúzních gliomů dochází nejčastěji k alelickým ztrátám v oblasti 1p36 mezi genetickými 

markery D1S1612 a D1S468 (Smith, J. S., et al., 2000). U většiny oligodendrogliomů (WHO 

grade II), a přibližně dvou třetin anaplatických oligodendrogliomů (WHO grade III), stejně 

tak u oligoastrocytomů (WHO grade II) a anaplastických oligoastrocytomů (WHO grade III), 

se vyskutyje kombinovaná delece 1p/19q (Vogazianou, A., P., et al., 2010). Tato aberace je 

pravděpodobně důsledkem nebalancované translokace t(1;19)(q10;p10), při které vzniká 

derivovaný chromosom složený z krátkých ramen chromosomu 1 a krátkých ramen 

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

Oligodendrogliomy se často vyskytují u pacientů mladších 40 let, zatímco 

anaplastické oligodendrogliomy (stupeň III) jsou obvykle pozorovány u pacientů starších 40 

let (Ludwig, C. L., et al., 1986). Tyto nádory se histologicky vyznačují především 

rovnoměrnou distribucí, ohraničenými a zaoblenými jádry 
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Na chromosomu 1 jsou kandidátní  tumor-supresorové geny pravděpodobně 

lokalizovány v oblastech 1p34~p35 , 1p36.2 a 1p36.3. Na chromosomu 19 je kandidátní 

oblast o velikosti ~3.7 Mb lokalizována v lokusu 19q13.3. (Reifenberger, G. J., et al., 2003). 

Kromě kombinované ztráty obou chromosomových ramen 1p a 19q je u oligodendrogliomů 

někdy pozorována i samostatná delece genetického materiálu na 1p (Cairncross J. G., et al., 

1998). Naopak samostatná delece 19q je častou chromosomovou aberací, která je spojena 

s progresí astrocytických nádorů, zatímco u oligodendrogliálních nádorů se prakticky 

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

K dalším rekurentním změnám patří například hypermetylace promotoru MGMT 

genu, která bývá detekována u přibližně 60-80% oligodenrogliomů (Uhlmann, K., et al., 

2003). Můžeme se setkat i s amplifikací genu EGFR, jehož zvýšená exprese je typickým 

nálezem rovněž u high-grade astrocytárních tumorů (Kleihues, P., et al., 2000; Hoang-Xuan, 

K., et al., 2001).  

 

 

5.2 Anaplastický oligodendrogliom (WHO grade III) 

 

Anaplastické oligodendrogliomy se od oligodendrogliomů (grade II) liší vyšší 

mitotickou aktivitou a větší mobilitou, mohou také vykazovat vaskulární proliferace a 

nekrozy (Reddy, K. S., 2008). 

Kombinovaná delece 1p/19q je častějším, znakem oligodendrogliomů (stupeň II), 

bývá ale detekována také v anaplastických oligodendrogliomech (stupeň III), zde je však 

frekvence delece 1p/19q nižší (Reifenberger, G. J., et al., 2003). Podle některých autorů 

pacienti s anaplastickým oligodendrogliomem, u kterých byla detekována  kombinovaná 

ztráta 1p a 19q lépe reagují na chemoterapii a mají tak lepší celkové přežití (Ino, Y., et al., 

2001). Vliv této aberace na citlivost vůči léčbě je dnes jedním z hlavních předmětů výzkumu. 

Pacienti se samostatnou delecí 1p nebo pacienti s mutací genu p53 mají prognózu horší. 

Nejhorší prognózu mají nemocní bez kombinované delece 1p/19q a zároveň s mutací genu 

p53 (Ino, Y., et al., 2001). 
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K dalším změnám, které můžeme detekovat u ologodendrogliálních nádorů a 

které mohou nepříznivě ovlivňovat prognózu nemocných s tímto nádorovým subtypem, patří 

amplifikace genu EGFR (Reifenberger,G. J., et al., 2003). Zvýšené hladiny EGFR genu byly 

identifikovány u různých typů maligních onemocnění, a zdá se, že by mohly hrát úlohu v 

podpoře růstu solidních nádorů (Nicholson, R. I., et al., 2001). 

U obou oligodendrogliálních subtypů se můžeme setkat rovněž s mutací genu 

IDH1. Tato změna se vyskytuje také u astrocytárních tumorů II. a III. stupně, naopak zřídka 

se vyskytuje v primárním glioblastomu, či v pilocytickém astrocytomu.  

U nemocných s anaplastickým oligodendrogliomem nalézáme monoalelické nebo 

bialelické delece genetického materiálu v oblasti 9p21 zahrnující geny p16 (CDKN2A), p14 a/ 

nebo p15 (CDKN2B) (Reifenberger, G. J., et al., 2003, Bortolotto, S., et al., 2000). Gen p15 

(CDKN2B) se podílí na regulační dráze buněčného cyklu a p14 ARF, patřící do p53 signální 

dráhy (Schmidt, E. E., et al., 1994).  

 

 

6 Oligoastrocytární nádory 

Oligoastrocytární nádory jsou nádory vykazující směs dvou různých nádorových 

buněčných typů, připomínající nádorové buňky v oligodendrogliomech a difúzních 

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

Oligoastrocytomy, stejně jako astrocytomy a oligodendrogliomy, lze rozdělit na 

vysokostupňové a nízkostupňové (Hiremath, G. K., et al., 2007). Histologická diagnóza 

smíšených tumorů je obvykle velmi obtížná, protože často není možné určit skutečný rozsah 

obou složek vzhledem k neúplným odběrům vzorku. U oligoastrocytárních nádorů nalézáme 

genetické změny, které mohou odpovídat oběma předchozím gliálním subtypům (tj. 

astrocytárním i oligodendrogliálním tumorům). 
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7. DIAGNOSTIKA 

K základním diagnostickým metodám u mozkových gliomů patří vyšetření 

pomocí zobrazovacích metod, které jsou schopny detekovat rozsah, lokalizaci a možný typ 

nádoru. Nejčastěji je využíváno tzv. výpočetní tomografie – CT vyšetření, magnetické 

rezonance – MT vyšetření a pozitronové emisní tomografie – PET vyšetření. Po základním 

zobrazovacím vyšetření následuje stereotaktická biopsie, při které je odebrána část nádorové 

tkáně, která podstupuje laboratorní diagnostiku, kterou v dnešní  době představují 

histologické, cytogenetické a molekulárně cytogenetické metody. Dříve se standardně 

používalo pouze histologické vyšetření, zatímco dnes jsou pro přesnější diagnostiku 

využívána i molekulárně cytogenetická vyšetření, založená na detekci a analýze genomových 

abnormalit.  

 

7.1. Molekulárně-cytogenetické metody 

Cytogenetická analýza chromosomových aberací v karyotypu buněk solidních 

nádorů má řadu metodických technických omezení a proto je často velmi obtížná. Od 70. let 

20. století jsou proto stále častěji v cytogenetice využívány různé modifikace molekulárně-

cytogenetických metod, které doplňují a upřesňují výsledky konvenční cytogenetické analýzy. 

Nespornou výhodou těchto technik je možnost hodnocení velkého počtu buněk a to i buněk, 

které se nedělí, tzv. interfázních jader.  

Základem všech těchto technik je tzv. in situ hybridizace, která byla poprvé 

využita k lokalizaci repetitivních sekvencí v centromerických oblastech myších chromosomů 

v roce 1969 (Pardue, M. L., et al., 1970). Metodické možnosti hybridizace in situ byly 

zpočátku velmi omezené, protože byly založeny na využití radioaktivně značených sond. 

Výsledky se následně odečítaly z autoradiogramů a slabší signály byly velice obtížně 

hodnotitelné. Proto byla později vyvinuta metoda založená na využití DNA sond většinou 

přímo značených různými fluorochromy – tzv. fluorescenční in situ hybridizace (FISH). Její 

modifikace, která se využívá k detekci chromosomových aberací v nedělících se interfázních 

jádrech bývá označována jako interfázní FISH (I-FISH).  
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7.1.1. Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) 

Metoda FISH umožňuje cílenou vizualizaci vybraných chromosomů, 

chromosomových oblastí a/nebo specifických genů v jednotlivých buňkách ve stádiu 

metafáze i v interfázních jádrech (Schrock, E., et al., 1996). Mezi další výhody této metody 

patří vysoká specifita, citlivost, bezpečnost, relativně krátká doba hybridizace a rychlé 

vyhodnocení výsledků a dále možnost použití většího počtu různě značených sond v jediném 

hybridizačním experimentu (Werner, M., et al., 1997).  

Chromosomové aberace v buňkách mozkových nádorů bývají nejčastěji 

detekovány metodou I-FISH na histologických řezech. V tomto případě je nádorová tkáň 

nejdříve fixována formolem a následně zalita do parafínu. Parafínové bločky jsou krájeny na 

mikrotonu na ultratenké řezy, které jsou poté přeneseny na podložní mikroskopická skla a na 

ty je posléze aplikována metoda I-FISH. Nevýhodou vyšetření histologických řezů je 

odkrojení části jader při přípravě řezu, proto se při následné detekci fluorescenčních signálů 

setkáváme s relativně vysokým rizikem falešně pozitivních nálezů (zejména při detekci 

delecí). Jinou možností je využití tzv. otiskových preparátů, kdy je část nádorové tkáně 

otisknuta na mikroskopické sklo, přičemž část buněk na preparátu ulpí. Takové preparáty jsou 

pak fixovány a použity pro FISH.  

V Centru nádorové cytogenetiky VFN a 1. LF UK byl zaveden nový postup pro 

odběr a zpracování vzorků maligní mozkové tkáně pro molekulárně cytogenetické analýzy, 

který je založen na využití buněčných suspenzí. Čerstvé nefixované vzorky nádorové tkáně 

odebrané při chirurgických výkonech pod dohledem neurologa jsou přeneseny do odběrového 

média (PBS, heparin), ve kterém jsou následně resuspendovány, aniž by došlo k poškození 

jednotlivých buněk. Buňky jsou pak dále zpracovány klasickým cytogenetickým postupem 

(hypotonie, fixace) a z takto fixovaných buněčných suspenzí jsou připraveny standardní 

mikroskopické preparáty pro I-FISH (Zemanová, Z., et al. 2006). Z části čerstvé nádorové 

tkáně je rovněž izolována DNA, která je využívána pro další molekulárně genetické analýzy. 

  

K detekci známých specifických aberací v buňkách mozkových nádorů 

používáme panel přímo značených DNA sond (Abbott Vysis). Tyto sondy lze použít na jádra 

v interfázi. Ve srovnání např. s leukemickými buňkami, kdy jsou při diagnóze vyšetřovány 

hlavně metafázické chromosomy získané z kultivovaných buněk kostní dřeně, je kultivace 

buněk solidních nádorů spojena s řadou obtíží. V průběhu dlouhodobé kultivace se může 
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měnit zastoupení buněk, které nemusí v konečné fázi dobře reprezentovat složení nádoru. 

Rovněž kvalita získaných chromosomů není optimální. Z tohoto důvodu se v naší laboratoři 

pracuje s jádry v interfázi připravenými z buněčných suspenzí. Pomocí lokus specifických 

sond vyšetřujeme genové amplifikace, delece, a translokace. Pomocí sond centromerických 

zjišťujeme počet jednotlivých chromosomů a detekujeme numerické odchylky. Počet signálů 

jednotlivých DNA sond a jejich uspořádání v interfázických jádrech hodnotíme ve 

fluorescenčním mikroskopu. Tento přístup umožňuje cílenou detekci specifických 

chromosomových aberací, ale neposkytuje informace o celém genomu nádorových buněk a o 

všech kryptických změnách, které v něm mohou být přítomny. Možnost detekce širokého 

spektra nebalancovaných genomových aberací s vysokou citlivostí poskytují metody založené 

na celogenomových analýzách, zejména tzv. mikročipové technologie (Nowak, D., et al., 

2009). 

 

 

 

Obrázek č 3:  

Schéma Fluorescenční in situ hybridizace (převzato z National Human Genome Research 

Institute: http://serc.carleton.edu/microbelife/research_methods/microscopy/fish.html) 
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7.1.2. Mikročipové technologie 

V posledním desetiletí došlo k významné progresi v oblasti molekulárních 

cytogenetických technik, které umožňují rychlou a přesnou detekci strukturních přestaveb na 

celogenomové úrovni. Tzv. mikročipy (DNA array) jsou v současné době široce využívány 

v molekulární biologii. Tato metoda byla původně vyvinuta pro genomové profilování, dnes 

je běžně používána k detekci nebalancovaných změn počtu kopií DNA sekvencí (array-based 

CGH), k detekci jednonukleotidových polymorfismů (Single Nucleotide Polymorphism, SNP 

array), ke studiu metylace DNA, alternativního sestřihu a interakcí protein–DNA (Le 

Scouarnec., et al., 2011). Výhodou čipových technologií je možnost současné detekce všech 

nebalancovaných změn v jednom experimentu, vysoké rozlišení (<400bp), možnost navržení 

vlastního čipu (aray CGH) a nezávislost na dělení buněk. 

V naší laboratoři využíváme k detekci nebalancovaných aberací v buňkách 

mozkových tumorů metosu SNP array, která je založena na využití jednonukleotidových 

polymorfismů (SNP), což jsou odchylky individuálních nukleotidů v sekvenci DNA 

(LaFramboise, T., 2009). Tyto odchylky patří mezi nejčastější zdroj genetické variability 

v lidském genomu (Nowak, D., et al., 2009) a jejich množství se odhaduje cca na 10 až 15 

miliónů (Kruglyak, L., et al 2001; Botstein, D., et al., 2003). Většina SNP se vyskytuje ve 

dvou alelách, v případě, že leží v kódující oblasti genu, jsou odlišeny na synonymní a 

nesynonymní v závislosti na tom, zda mění sekvenci aminokyselin. SNP, které leží 

v nekódujících oblastech genomu, mohou mít vliv na sestřihové procesy a transkripční 

faktory a způsobují tak odlišné fenotypy (Nowak, D., et al., 2009). Přítomnost v genech ale 

nemusí vést přímo k fenotypovému projevu, díky degenerovanosti genetického kódu, přesto 

je dnes potvrzen vliv polymorfismů na zvýšení náchylnosti k různým onemocněním, zhoršení 

průběhu nemoci a citlivosti na léčbu. Množství polymorfismů a jejich kombinace je u 

každého člověka velice variabilní (Gojová, L., et al., 2006).  

K detekci nebalancovaných změn v buňkách mozkových gliomů používáme SNP 

čipy od firmy Ilumina. Metoda je založena na komplementaritě jednotlivých bází a 

hybridizaci fragmentované jednovláknové DNA na pole obsahující stovky tisíc sond 

s jedinečnou nukleotidovou sekvencí (LaFramboise, T., 2009). V závislosti na sekvenci 

nukleotidů dochází k hybridizaci vyšetřované DNA s komplementárními sekvencemi 

oligonukleotidů na čipu. Před samotnou hybridizací je celogenomová DNA izolovaná 

z homogenizované nádorové tkáně získané při mozkové biopsii zpracována pomocí 
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restrikčních enzymů. Následně dochází k celogenomové amplifikaci (whole genome 

amplification) (Le Scouarnec, S., et al., 2011). Po hybridizaci takto připravené DNA na čip 

probíhá její značení fluorochromem (Le Scouarnec, S., et al., 2011). Na mikročipu je 

umístěno několik vláken DNA sekvencí, které se liší v místě polymorfismu jedinou bází. Při 

hybridizaci je využitu principu perfektní shody (perfekt match) nebo omylu (mismatch). Při 

hybridizaci se tepelně nejstabilnějším komplexem stává ta část fragmentu a sondy kde 

dochází k dokonalé shodě, u ostatních komplexů DNA - sonda je teplota tání nižší 

(Matsuzaki, H., et al., 2004), proto při následném omývání čipů při teplotě okolo 45 °C je 

nedostatečně hybridizovaná DNA odstraněna, zatímco fragmenty, kde došlo k dokonalé shodě 

se sondou, zůstávají na čipu. 

Tyto vazby jsou zaznamenány pomocí laserového scanneru a následně 

analyzovány pomocí specializovaného programu, který na základě shodnosti vyšetřované 

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

Metodou SNP array jsme schopni kromě amplifikací a delecí detekovat 

mozaicismus, LOH a uniparentální disomii (UPD) (Conlin, L. K., et al., 2010). SNP array 

také poskytuje přesnější informace o počtu kopií genetického materiálu v konkrétních 

lokusech (Greenman, C. D., et al., 2010). 
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Obrázek č. 4 : Postup metody SNP array, protokol Illumina Infinum HD (převzato z Le 

Scouarnec, S. et al, Heredity,2012). 

Izolace gDNA  z homogenizátu mozkové biopsie (na čip stačí 200 ng)  

 

Celo-genomová amplifikace (Whole genome amplification) vyšetřované 

DNA  

 
Specifická fragmentace amplifikované DNA  

 

Přečištění DNA od všech enzymů a reakčních činidel  

 

Nanesení přečištěné DNA na čip  

 
Omytí čipu od zbytků nenahybridizované DNA a roztoků.  

 

Fluorescenční značení nahybridizované DNA 
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8. ZÁVĚR 
 

Cílem bakalářské práce bylo přehledně shrnout současné poznatky o genomových 

aberacích v buňkách mozkových nádorů, jejich klinickém významu a možnostech jejich 

detekce. 

V buňkách difúsních gliomů byla popsána celá řada specifických genomových 

změn, které často korelují s konkrétními subtypy nádorů a jsou proto využívány k upřesnění 

diagnózy. Z výsledků studií publikovaných v odborné literatuře je však zřejmé, že 

mechanismy vedoucí k malignímu zvratu nízkostupňových gliomů do tumorů vyšších gradů 

dosud nebyly úplně objasněny. Nové informace by proto mohlo přinést využití molekulárně 

cytogenetických metod, které umožňují záchyt všech specifických aberací i kryptických 

nebalancovaných změn v genomu nádorových buněk a mohou tak přispět k lepšímu 

pochopení patogeneze mozkových nádorů. Cílem další studie proto bude sledování frekvence 

známých specifických aberací v jednotlivých nádorových subtypech a detekce kryptických 

změn (amplifikací/delecí), které by mohly souviset s maligním zvratem low-grade gliomů.  
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