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Abstrakt

Meduloblastom je nejé¢astéjSim malignim nadorem centrdlniho nervového systému
v détském véku. Nové poznatky v charakterizaci molekuldrni a genetické podstaty této
heterogenni nemoci umoznuji Iépe odhadnout progndzu pacienta a nasledné nastavit
cilenou Ié¢bu. Prace shrnuje soucasny stav poznani v této oblasti, popisuje jednotlivé

molekuldrni varianty meduloblastomu a jim pfislusejici genové mutace.

Abstract

Medulloblastoma is the most common malignant brain tumor in children. In recent years,
there has been a steady improvement in understanding of genetic and molecular
heterogeneity of this tumor, that has led to better prognosis and improved targeted
therapies. This thesis summarizes recent advances in molecular sub-grouping, and the

associated gene mutation and copy number variations in medulloblastoma.
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1. Uvod
Moje prace pojedndva o obecné charakteristice meduloblastom( (MB), jejich rozdéleni na
molekuldrnim zdkladé dle nejnovéjsich poznatkl, stavajici 1é¢bé a novych zajimavych
|[é¢ebnych postupech. Zamétuji se na rozdéleni MB do jednotlivych podskupin, jelikoz je toto
rozdéleni velice aktualni z hlediska |écby. Ukazuje se, Ze bychom s jednotlivymi podskupinami
nadord méli zachdazet spiSe jako s rlznymi nemocemi nezZ s jednim druhem, neb se lisi ve
vétsiné zdkladnich vlastnostech. A to v molekularni podstaté, histologii, demografickém

rozdéleni pacientl i nejlépe fungujici 16¢bé.

Nomenklaturu pouzivam podle pravidel Rules for Nomenclature of Genes, Genetic Markers,
Alleles, and Mutations in Mouse and Rat a HUGO Gene Nomenclature Comminttee, coz
znamena, Ze nazvy lidskych genl jsou psany velkymi pismeny a italikou, ndzvy mysich genl

malymi pismeny a italikou a nazvy lidskych i mysich proteint velkymi pismeny.

2. O meduloblastomech obecné
Mozkové nddory jsou jednim z nejcastéjsich druhU rakoviny u déti, okolo 13 % mozkovych
nadord tvofi MB. Jsou to neinvazivni, rychle rostouci nadory, které ¢asto vedou ke smrti.
Pfestoze se v posledni dobé vyznamné zvysila UspésSnost |écby diky operacim, ozatovani
kraniospinalni osy a vysokodavkovym chemoterapiim (za poslednich 20 let o0 30 %), stéle jsou
meduloblastomy zakefnou nemoci, u které prezivii mohou trpét neurologickymi,

endokrinologickymi a socidlnimi nasledky.

Roéné v Ceské republice onemocni 10 — 12 déti (Zitterbart, et al. 2010), v USA je roéné
diagnostikovano 400 — 500 MB pacientl (Gopalakrishnan, et al. 2015). Soucasna uspésnost
|é¢by dosahuje pétiletého bezpfiznakového preziti v 70 — 80 % u pacientd standartniho rizika
a 30 — 70 % u pacientl vysokého rizika. S mirnou prevahou je dominantni u chlapct a muz(

(1,2-2:1) (Zitterbart, et al. 2010).



3. Historie
Nador, ktery nyni nazyvame meduloblastomem, objevil a pojmenoval v roce 1925 americky
|ékar Harvey Cushing (Kunschner 2002). Mimo jiné poprvé proved| operaci MB, coz radikalné
zvysilo ucinnost lécby. Spolecné s Percivalem Baileym publikovali ¢lanek: Medulloblastoma
Cerebelli: a Common Type of Midcerebellar Glioma of Childhood, coz byl zakladajici ¢lanek pro

vyzkum meduloblastomU (Ferguson and Lesniak 2005).

4. PrUbéh onemocnéni
Meduloblastomy se mohou klinicky projevovat rliznymi zpUlsoby, dochazi napr. k naruseni
zakladnich mozeckovych funkci (udrZzovani rovnovahy a koordinace pohybU) (Zitterbart, et al.
2010). Jsou velice agresivni a maji tendenci k metastazovani, v mozkomisnim moku nachazime
nadory u 15 — 43 % pacientl. Metastaze se v pozdni fazi onemocnéni mohou vyskytovat i

mimo CNS, ve skeletu, kostni dfeni, jatrech, plicich a miznich uzlinach.

Meduloblastomy vznikaji ve vermis mozecku (stfedni neparova ¢ast mozecku, fylogeneticky
nejstarsi) a typicky rostou do 4. mozkové komory. U dospélych se nador nachdzi v50 %
pfipadl v mozeckové hemisfére, u déti pak méné casto. MB se muzZe vtlacovat do foramina
Magendi a Luschkae, ndsledné do dalSich okolnich struktur, a to do stfedniho mozku, kréni

michy a mozkového kmene (Zitterbart, et al. 2010).

U pacientd ¢asto nachdzime hydrocefalus, symptomy zvysené intrakranidlni hypertenze (ICH)
jako je bolest hlavy, letargie, poruchy zraku a ranni nevolnosti, také dochazi k postizeni
mozeckovych funkci (ataxie, dysmetrie, poruchy koordinace pohyb() (MacDonald, et al.
2003). ICH je u déti spiSe pozdnim priznakem, rozvine se az po dalSich projevech.
V kojeneckém a batolecim véku pozorujeme draidivost, obtize s krmenim, zvraceni nebo

zaostdvani psychomotorického vyvoje.



5. Histologie
Vroce 2007 vydala Svétova zdravotnickd organizace (WHO) klasifikaci nador(i centralni
nervové soustavy, ze které vyplyva rozdéleni meduloblastom( na zdkladé histopatologickych
rysi na klasicky nador, desmoplasticky/nodularni (D/N), meduloblastom s extenzivni
nodularitou (MBDEN), anaplasticky meduloblastom (A) a velkobunéény meduloblastom (LC)
(viz obrazek 1). Toto histologické rozdéleni se bézné pouziva v klinické praxi. MBEN a D/N
meduloblastomy u déti maji lepsi progndzu nez klasické nadory, kdezto velkobunécné a

anaplastické nadory se chovaji agresivné (Ellison 2010).

Obrdzek 1 — Histologické rozdéleni MB (Ellison 2010)



Klasicky meduloblastom
Klasicky meduloblastom tvori plochy malych bunék svysokym N/C (jadra k cytoplazmé)

pomérem a stifedni jadernou polymorfii.

Desmoplasticky/noduldrni meduloblastom

Nadorovd tkan desmoplastického/nodularniho meduloblastomu obsahuje noduly
z diferenciovanych nervovych bunék, internoduldrni regiony jsou charakterizovany
nediferenciovanymi embryondlnimi bunkami a retukulin-pozitivnimi vldkny kolagenu. Je
typicky pro molekularni podskupinu meduloblastomd Sonic Hedgehog (SHH), kterou popisi

pozdéji.

Meduloblastom s extenzivni nodularitou
Meduloblastom s extenzivni nodularitou (MBEN) se jevi podobné jako D/N histologie. Tato
varianta ma také nodularni a internoduldrni mista, nodularni Casti jsou ale Castéjsi. Je také

typicka pro SHH podtyp meduloblastom.

Anaplaplasticky meduloblastom
Histologie anaplastického meduloblastomu je charakterizovana jadernym pleomorfimem,

vysokym pocet mitdéz a mnozstvim apoptdznich bunék.

Velkobunéény meduloblastom
Velkobunééné meduloblastomy vypadaji nasledovné: monomorfni bunky s velkym jadrem
a ndpadnym jadérkem. Casto je tento typ nachazen spole¢né s anaplastickou histologii ve

stejném nadoru, tudiz obé varianty jsou shrnuty do skupiny LC/A.



6. Rozdéleni do molekuldrnich podskupin
Rozdéleni do skupin dle molekularnich znakd je zasadni pro soucasnou a budouci léCbu, jelikoz
umoznuje cileni specifickych latek a zplsobl lé¢by. Od prvnich studii, kdy byly rozdéleny
meduloblastomy do 5 skupin, ato A, B, C, D a E (Thompson, et al. 2006), pres dalsi zkoumani
a upresnovani (Kool, et al. 2008) aZ k sou¢asnému stavu a to rozdéleni do 4 skupin: WNT, SHH,
C skupina (skupina 3), D skupina (skupina 4) (Northcott, et al. 2011). Jednotlivé skupiny se lisi
svymi molekularnimi znaky, klinickymi pribéhy a jsou asociovany s rlznymi prognézami (viz
obrdazek 2). WNT a SHH skupiny maji charakteristické znaky, avsak i pro skupiny C a D se podle
posledni studie podafilo najit odliSné znaky. Toto rozdéleni se zda presné, z 294 analyzovanych
nadorl byl pouze jeden, ktery podle této studie nevykazoval rozdil mezi skupinou 3 a 4

(Northcott, et al. 2012b).

Molecular Subgroups of Medulloblastoma

CONSENSUS WNT SHH Group 4
Cho (2010) C6 a3 Q1/C5 C2/C4
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Obrdzek 2 — Rozdeéleni meduloblastomd do 4 skupin (Schroeder and Gururangan 2014a)




7. WNT
WNT skupina meduloblastomU je pojmenovana po WNT (Wingless/Int-1) proteinu a prvni
dikaz, ktery potvrdil vliv této drahy pfi vzniku meduloblastom( pochazi z genetické studie
pacientl s Torcutovym syndromem, u nichz byl vyskyt MB 82x vyssi nez u bézné populace

(Hamilton , et al. 1995).

Tato drdha (viz obrazek 3) je duleZita nejen pfi embryonalnim vyvoji, ale ovliviiuje i fadu déja
v bunice, a to napf. bunécné déleni nebo bunécny pohyb. Kanonickd WNT signdlni draha uziva
k pfenosu signdlu B-katenin, ktery se podili také na tvorbé adherentnich spoju mezi burikami.
Signaly jsou prendaseny proteiny z rodiny WNT, jez se sklada z 19 glykoproteind. Tyto proteiny
se vaziou na bunécné receptory z rodin FZ (Frizzled) a LPR (lipoprotein receptor related).
Prenosem signalu dochazi k expresi cilovych gent, které ovliviuji dalsi procesy v burice. Pokud
nedojde k navazani ligandu na receptor, formuje se v cytoplazmé destrukéni komplex, ktery je

zodpovédny za fosforylaci a naslednou degradaci B-kateninu (Roussel and Hatten 2011).

K aktivaci drahy dochazi pfi navazani ligandu WNT na FZ, ktery je propojen s receptorem LRP.
To vede k fosforylaci DVL (Dishevelled), asociaci s dalSimi proteiny a zabranéni fosforylace -
kateninu. Stabilizovany B-katenin je poté translokovan do jadra, kde reaguje s transkripénimi
faktory TCF (T-cell factor) a LEF (Lymphoid enhancer factor) a zpUsobuje aktivaci transkripce
cilovych gen jako jsou MYC, JUN, FRA, AXN2 a CCND1 (Li, et al. 2015).

Vice nez 75 % téchto nddord ma bodové mutace na exonu 3 v genu pro B-katenin CTNNBI.
Ten je soucasti komplexu spole¢né s kindzou GSK-38 (glykogen syntaza-kindza 3B), axiny 1a 2,
APC (adenomatous polyposis coli) a CK1a (kasein kindza A). Hladina B-kateninu je normalné
regulovana fosforylaci GSK-3B vedouci k ubikvitinaci a degradaci pomoci proteazomu. Mutace
v APC nebo v CTNNB1 pak vedou k aktivaci WNT drahy a tim indukuji trvalou transkripci pro-
proliferacnich cilovych gent zahrnujicich CCND1 a MYC (Roussel and Hatten 2011).

Nadory této drahy jsou typicky charakterizovany deleci jedné kopie chromozomu 6,
tzv. monosomii 6. Toto zjisténi vS8ak nemUze byt pouzito v progndze, jelikoz se vyskytuje i u

jinych skupin MB (Shih, et al. 2014).
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Obrdzek 3 — Schéma WNT drdhy ((Roussel and Hatten 2011)

Meduloblastomy WNT skupiny se objevuji pouze u 10 — 15 % MB pacient(, jsou bézné vidény
u déti starsich 3 let a dospélych, pricemz nejvyssi vyskyt je u déti ve véku 10 — 12 let. Pomér
mezi muzi a Zenami je stejny, podle nékterych studii vyssi u Zen (Massiminoa, et al. 2016).
Histologicky se jedna o klasické typy nador(, vyjimecné se objevi meduloblastomy s LC/A
histologii. Metastaze jsou mnohem méné cCasté nez u ostatnich skupin. V této skupiné se
uzdravi nejvyssi procento pacientd, divod nebyl dlouho zfejmy, studie z roku 2016 (Phoenix,

et al. 2016) ho objasiiuje.

WNT meduloblastomy jsou lécitelné i v pripadé, kdy metastazuji a obsahuji aktivni mutace
v CTNNB1. Dochdzi zde k paradoxu, kdy mutant CTNNB1, ktery Fidi stalou onkogenni WNT
signalizaci a zaroven umlcuje WNT signalizaci v okolnich endotelidlnich burikach diky sekreci
inhibitor(. Ndsledkem toho se méni vlastnosti hematoencefalické bariéry (BBB — blood brain
barier), diky ¢emuz jsou nadory svolnéjsi k systematické chemoterapii a tim |écitelnéjsi

(Phoenix, et al. 2016).



8. SHH

Sonic hedgehog (SHH), po kterém je pojmenovand jedna zasadni skupina meduloblastom{, je
protein, ktery (spolecné s dalSimi hedgehog proteiny — Indian a Desert) je ve zdravém
organismu ligandem v signaliza¢ni draze (viz obrazek 4) pojmenované po této rodiné protein(.
SHH signaliza¢ni draha hraje nezbytnou ulohu v organogenezi, v mozku zahajuje proliferaci
nervovych bunécénych prekurzor(, které zajistuji jeho spravny vyvoj (Massiminoa, et al. 2016).
SHH ligand je béiné sekretovan pomoci Purkynovych bunék a zajistuje formaci vné;jsi

germinalni vrstvy mozecku.
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Gli Nucleus
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A Cyclopamine
O HH Autag
/

Obrazek 4 — Schéma SHH drahy (Roussel and Hatten 2011)

V neaktivni stavu pfi absenci SHH inhibuje receptor PTCH (Patched) protein SMO
(Smoothened), ¢imz potlacuje SHH drahu. Pfi aktivaci této drahy se sonic hedgehog po
dosazeni cilové buriky vaze na receptor PTCH. Tim dojde k odblokovani receptoru SMO a dale
se aktivuji dalsi slozky této drahy (Ingham and McMahon 2001). SMO aktivuje GLI1 (glioma-
associated oncogene) a GLI2 transkrip¢ni faktory, ty jsou jinak inhibovany SUFU (suppressor
of fused) a inaktivuje transkrip¢ni inhibitor GLI3. Ty dohromady reguluji transkripéni program
(Roussel and Hatten 2011). Glil a Gli2 transkripéni faktory aktivuji transkripci jinych pro-

proliferacnich genu, zahrnujici MYCN, cykliny D1 a D2 a cyklin E. Nasledné transkrip¢ni faktor

8



MYCN indukuje expresi mnoha dalSich genli a microRNA, mezi které patfi miR-17~92 klastry
a také potladuje expresi dvou inhibitord cyklin-dependetnich kindz, p18'™ 4 (inhibuje aktivitu
Cdk4 a Cdk6 v komplexu s cykliny D1 a D2) a p27X®' (potladuje aktivitu cyklinu E a A v komplexu
s Cdk2). Tyto komplexy fosforyluji Rb a p107 a tim reguluji bunécny cyklus, konkrétné prechod
faze G1 a vstup do S faze (Roussel and Hatten 2011).

SHH podskupina meduloblastomu se nachazi u 25 % pacientu. Vék pacientl neni rovhomérné
rozloZzen, nybrz se dvéma vrcholy, u kojenct (0 — 3 roky) a mladych dospélych (<16 let), ve
véku 4 — 16 let se vyskytuje méné. Nékteré vyzkumy odhalily vétsi miru onemocnéni u Zen,
nicméné z celkového pohledu je pravdépodobnost onemocnéni u obou pohlavi stejnd
(Schroeder and Gururangan 2014b). Vétsina D/N nador( patfi mezi SHH skupinu
meduloblastom(, nicméné D/N nadory tvofi méné neZ polovinu meduloblastom SHH

podskupiny (Taylor, et al. 2012).

Jedinci s mutaci v SHH receptoru PTCH v zarodecné linii trpi Gorlinovym syndromem, coz je
onemocnéni spjaté s meduloblastomy, o némz se zminim dale. K nddoriim muze dojit i pfi
mutacich, amplifikacich i delecich dalSich komponentd SHH drahy, a to SUFU, GLI2 a dalSich
(Schroeder and Gururangan 2014b). S nizkym klinickym ndlezem se u téchto meduloblastom(

nachazi amplifikace C-MYC a Castéji N-MYC. (Leung, et al. 2004)

Na mysich modelech se ukazalo, Ze aktivace SHH drahy skrz manipulace hlavnich efektort
zahrnujicich Ptch, Smo a Sufu da vzniknout meduloblastomim. Homozygoti v Ptch zemfteli ve
stadiu embrya, u 19 % hemizygotud se rozvinul nador pfipominajici lidsky MB do 25 tydn( po
narozeni. Také u mutantl v Sufu (heterozygot) a zaroven se ztratou Trp53 dochazi ke tvorbé

nadoru. (Lee, et al. 2007)

Na chromozomadlni Urovni dochazi ke vzniku MB s nejvétsi frekvenci (21 — 47 %) pti ztraté 9q
raménka. DalSi chromozomalni aberace zpUsobujici tento nador jsou amplifikace 3q a 9p ¢asti

a ztrata 10q, 20p a 21p. (Northcott, et al. 2011)

Predklinicka data ukazuji, Ze inhibitory Hedgehog drah by se mohly stat dalezitym Ié¢ebnym
postupem pro pacienty s timto typem meduloblastomU. Cileni na pozitivni regulator této
drahy se ukdzalo jako efektivni metoda pro ¢ast pacientd, ale diky rezistenci nebo pritomnosti

mutaci nereaguiji vSichni pacienti na SMO inhibitory (Kieran 2014).



9. Cskupina
Skupina C, ¢asto nazyvana také skupina 3, patfi mezi non-SHH/WNT nadory spolecné se
skupinou D. Markerem této skupiny byl navrien NPR3 (Natriuretic Peptide Receptor 3), avsak
ne vsichni s tim souhlasi, jelikoZ slabda NPR3 exprese mUze byt detekovana ve WNT skupiné

(Min, et al. 2013).

Tato skupina se vyskytuje s vétsi pravdépodobnosti u muzl neZ u Zen (2:1), také castéji
u batolat a déti nez u dospélych (u téch vzacné). Nejcastéjsi histologii jsou LC/A
meduloblastomy. Ze vSech 4 skupin ma tato nejvyssi incidenci metastatické formy a celkové
se vyskytuje u 25 — 27 % pacientl trpicich meduloblastomy (Northcott, et al. 2011). Nebyly

popsany zZadné mutace v zarodecné linii asociovany se skupinou C.

Bylo naznaceno, Ze by se tato skupina mohla nazyvat MYC skupinou (Hatten and Roussel
2011), nicméné u WNT skupiny MB je také vysoka exprese MYC. MYC amplifikace (ale ne MYCN
amplifikace) se ukazuje limitni pro tuto podskupinu meduloblastom(. Amplifikace a s ni
spojena overexprese meduloblastomového onkogenu OTX2 se zde také vyskytuje (de Haas, et

al. 2006).

Genom pacientl této skupiny je velice nestabilni, vyskytuji se zde ¢asté zisky chromozoma,
atolq, 7 a17q spolecné se ztratou 5, 10q, 11, 16qg a 17p. Tetraploidie v nadorech se nachazi
u 54 % pacient(l a tyto nadory ukazuji znacné vyssi variabilitu poctu kopii nez jejich diploidni
protéjsky. Chromotripsis (mechanismus zpUsobujici genomovou prestavbu nadorovych
a zarodecnych bunék) se Ccasto objevuje vtomto nddoru a vede kzvlastnimu
chromozomdlnimu znovuusporadani nebo fuzi genld pfipokusu o DNA opravu. Jednim
takovym prikladem je fuze MYC/PTV-1 (mezi exonem1 a 3 PTV-1 a exonem 2 u MYC), ktera se
vyskytuje u 60 % pfipadl s MYC amplifikaci (Northcott, et al. 2012a).

Neddavno byly popsany mysi modely, které zpresnuji patologii a biologické chovani téchto
nador. Exprese stabilni formy MYC virovou infekci do CD133+ nervovych kmenovych bunék
odvozenych z postnatalnich mysich mozeck( zpUlsobila rychlou bunéénou proliferaci. Kdyz
byly tyto bunky transplantovany do mozeckové hemisféry imunodeficientnich mysich,

formovaly spontanné masu bunék (Pei, et al. 2012).
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10.D skupina
Posledni skupina, skupina D (skupina 4), je nejbéznéjsi typ meduloblastom(. Vice nez 35 %
vSech pfipadul se da zaradit pravé do této skupiny nddor(i. Ovsem je nejméné prozkoumdna
a stdle je treba rozlustit mnohé o bunécném plvodu a signalizacnich drahach, které ji provazeji

(Schroeder and Gururangan 2014b).

D skupina se nachazi u pacientl kazdého véku, ale je vzacnd u malych déti. Vyrazny je zde
pomér mezi muzi a Zenami (3:1), progndza je stredni. Nezname Zadné mutace v zdrodecné
linii. VétSina nador( je klasické histologie, byly ale také pozorovany LC/A typy (Taylor, et al.

2012). Tretina pacientll, zejména mladi dospéli, maji v diagnéze metastatické nadory.

Podobné jako u skupiny C se zde vyskytuje tetraploidie (40 % pfipadl) (Schroeder and
Gururangan 2014b). Izochromozom 17q, ktery je vidén i u nddora skupiny C (26 %), je ¢astéjsi
u skupiny D, kde je nejbéznéjsi cytogenetickou zménou, kterd je pozorovana v 66 % pripadu
(Kool, et al. 2008). Podobné je pozorovana delece 17p u obou skupin, kterd neni vidéna
u skupin SHH a WNT. Vétsina Zen trpicich nadorem skupiny D nema jednu kopii chromozomu
X. ProtoZze u muzl je vyssi procento vyskytu MB skupiny D, ukazuje to pravdépodobnost
existence jednoho nebo vice supresorovych gend na tomto chromozomu. Na chromozomu X

se nachdzi také gen KDM6A (Gajjar and Robinson 2014).

Mutace chromatin remodelujicich gent jako je KDM6A (demetylaza lyzinu-27 na histonu H3)
mUzZe navozovat situaci, u které nddorové buriky pfipominaji neuralni kmenové buriky (Gajjar
and Robinson 2014). DalSimi geny, u kterych mutace ovliviiuje remodelaci, jsou ZYMYM3,
CHD7 a EZH2, které udriuji neuralni kmenové bunky v nediferenciovaném stavu a mohou
zpUsobovat tumorogeneze (Schroeder and Gururangan 2014a). Mutované mohou byt také:
OTX2 (amplikony), DDX31 (delece), GFI1/GFI1B (aktivace exprese), KMT2D a KMT2C (mutace)
(Gajjar and Robinson 2014). Na rozdil od skupiny 3 maji nadory této skupiny vice amplifikaci
MYCN nez MYC (Roussel and Robinson 2013).

Celkova charakteristika exprese MYC a MYCN by se dala shrnout nasledovné: SHH nadory maji
vysokou hladinu exprese MYCN, WNT skupina a skupina C maji vysokou expresi MYC a skupina
4 ma relativné nizkou produkci MYC i MYCN, vyjma nékolika malo pfipadl pacientd, u kterych

se nasla MYCN amplifikace (Kool, et al. 2008).
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Nejfrekventovanéjsi somaticka aberace poctu kopii, ktera se objevuje u 10 % pacientd, je zisk
¢asti chromozomu 5q23.2, jde predevsim o gen SNCAIP. Tento gen kéduje synfilin-1, ktery
spole¢né s a-synukleinem podporuje formaci Lewyho téliska v mozku pacientd
s Parkinsonovou chorobou. Spojeni mezi SNCAIP funkci a meduloblastomy ale zatim nebylo

stanoveno (Northcott, et al. 2012b).

11. Genetické syndromy spojené s meduloblastomy
Pacienti trpici Gorlinovym syndromem, Turcotovym syndromem nebo LiFraumeniho

syndromem maji zvySeny vyskyt meduloblastomu.

GorlinGv syndrom

GorlinGiv syndrom neboli syndrom bazocelularniho névu je vzacna, autozomalné dominantni
dédi¢cnd choroba, kterd je charakterizovana rozvojem bazdlnich bunécnych karcinom(
v mladém véku. Tato porucha je zplsobena defektem v hedgehog signalizacni draze, cozZ se
projevuje konstitutivni aktivitou této drahy a proliferaci nadorovych bunék (Bresler, et al.
2016). Témér vsechny pacienty postihnou kozni nadory (vicecetné bazaliomy), 10 % pacient(
nadory zadni jamy lebni, z ¢ehoZ polovina jsou desmoplastické meduloblastomy (nejvice

u dvourocnich déti) (Plevova, et al. 2009).

Z hlediska molekuldrni patogeneze se ukazuje, Ze konstitutivni aktivitu zpUsobuji mutace
v genu PTCH1 a SUFU. Mechanismus signdlni drahy SHH je vysvétlen vyse. Ukazuje se, Ze
pacienti stouto genetickou poruchou a mutacemi vSUFU maji zvySené riziko pro

desmoplastické meduloblastomy (Smith, et al. 2014).

K l1é€eni byla zkousena cilena terapie pomoci latky Vismodegib, cozZ je |atka schvalena FDA

(Food and Drugs Administration) pro lIé¢bu bazoceluldrniho karcinomu.

Turcotlv syndrom

Turcotliv syndrom je dédi¢na (ndzory na dominanci se lisi) choroba zpUsobujici u postizenych
vyskyt mnohonasobnych strfevnich polypl a mozkovych nador( (multiformni glioblastomy
nebo meduloblastomy). Je asociovan s mutacemi v zarodecné linii vtéchto genech: APC,

MLH1, MHS6, PMS2, a MSH2 (Lebrun, et al. 2007).

MuzZeme ho rozdélit na dvé skupiny: Familiarni adenomatdzni polypéza a HNPCC (Lynchiv

syndrom). U prvni je alterace v zarodecné linii v genu APC detekovana v 80 % pripadu.
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Tento gen se nachazi na ¢asti chromozomu 5921 a patfi ke skupiné tumor supresorovych gend,
protein potlacuje proliferaci bunék inhibici B-kateninové transkripéni aktivity (Ozerov, et al.

2013). Priblizné u 60 % pacient( tohoto podtypu se nachazeji meduloblastomy.

U Lynchova syndromu se nachazi mutace v zarodecné linii ve zbylych vySe zminénych genech,

coz vede k rozsifené nestabilité mikrosatelitl a mutacnimu fenotypu (Lebrun, et al. 2007).

Lécba se provadi na stejnych principech jako lécba pacientli se sporadickymi formami
polypdzy/nadorl stiev nebo mozku, coz zahrnuje sérii operaci nadoru, radiaci a chemoterapii

v rliznych variacich (Ozerov, et al. 2013).

Li-Fraumeniho syndrom

Li-Fraumeniho syndrom (LFS) je vzdcna dédi¢nd, autozomdlné dominantni choroba, kterd
zvysuje riziko pacienta k rozvinuti synchronnich a metachronnich nadort. Dnes se za klasicky
LFS povazuje typ, ktery popsali pravé Li a Fraumeni v roce 1969, tj. pacient se sarkomem pod
45 let, s blizkym pfibuznym s rakovinou do 45 let a blizkym nebo vzdalenéjsim pribuznym
s jakymkoli typem rakoviny pred 45. rokem Zivota nebo sarkomem v jakémbkoli véku (Li, et al.

1988).

Tato porucha je zplisobena zarode¢nou mutaci v tumor supresorovém genu TP53 (17p13.1) a
je asociovdna se sarkomy kosti i mékkych tkani, karcinomy nadledvin, nddory mozku, nadory
prsu, leukemiemi a lymfomy (Malkin 2011). Tento gen je dllezitym reguldtorem bunééného
cyklu a apoptdzy, je to transkripéni faktor kontrolujici pfechod z G1 do S faze cyklu. Gen, ktery
mUze také souviset s LFS je CHEK2 (22q12.1), jenz kéduje protein kindzu regulujici bunéény

cyklus (Foretova, et al. 2012).

V kontextu s meduloblastomy se ukazuje zajimavé zjiSténi, a to Ze mutace TP53 byla nalezena
u 21 % pacientd s MB SHH podskupiny, ze kterych 56 % mélo mutace v zarodecné linii
(Zhukova, et al. 2013). Genomova sekvenace ukazuje, Ze SHH nadory u LFS pacientd maji

zasadni chromozomalni preskupeni nebo chromotripsi (Rausch, et al. 2012).
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12.Terapie
Navzdory pokroku v rozdéleni meduloblastom( do podskupin neni stoprocentni jistota, co se
tyCe novych lécebnych postupl, a proto se pokracuje ve standardni 1éCbé. Ta zahrnuje
maximalni chirurgické vyjmuti nadoru, které je nasledované radiaci a chemoterapii. Intenzita
pomocné terapie zavisi na tom, do jaké skupiny rizika je pacient zarazen (viz Obrazek 5 a 6)

(Martin, et al. 2014).

Potential stratification — infant medulloblastoma (MB)

Pathological diagnosis = MB

D/N MB or MBEN

|Non-desmoplastic MB

NO metastatic disease
AND

Metastatic disease
OR

Residual tumor >1.5cm” - MR

Residual tumor < 1.5cm?- MRI

hh M
i i
v v
High-risk protocol
+ Shh antagonist

Shh MB
v

Low-risk protocol
+ Shh antagonist

Standard-risk protocol
+ Shh antagonist

¥
|Standard-risk protnool‘

h 4

Low-risk prulucul'

Obrdzek 5 — Potencidlni rozdéleni pacienti malych déti (Ellison 2010)

Potential stratification — childhood medulloblastoma (MB)

/ Pathological diagnosis = MB }\‘

NO metastatic disease Metastatic disease
AND OR
GTR/ residual tumor < 1.5cm” MRI Residual tumor >1.5cm” MRI
AND OR
Pathology = classic or desmoplastic Pathology = LC/A
AND OR
NO MYC amplification MYC amplification

Wnt MB Non-Shh/Wnt MB

Non-Shh/Wnt MB

Wnt MB

Standard-risk protocol
+ Shh antagonist

Low-risk protocol | ‘ Standard-risk protocoll

Obrdzek 6 — Potencidlni rozdéleni détskych pacientd (Ellison 2010)
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Operace

Obstrukéni hydrocefalus

Nadory maji tendenci rlGst ve stfedni c¢asti mozecku, coz zplsobuje, Ze pacienti
s meduloblastomy vykazuji znaky a symptomy zvySeného nitrolebniho tlaku (ICP) vyplyvajiciho
z obstrukéniho hydrocefalu. Vétsina pacientli zaznamenala boleni hlavy, nauzeu a nevolnosti
v dobé trvani od nékolika tydnd az mésicl pred definitivni pritomnosti nadoru. Malé déti

mohou vykazovat podrazdénost a poruchy v krmeni.

Na zakladé zdvaznosti hydrocefalu chirurg mize vybrat, jestli provede proceduru odklonéni

mozkomisniho moku pred nebo soucasné s definitivni resekci nddoru.

Maximalni chirurgicka resekce nadoru

Je to standardni zplsob |éCby tohoto typu nadoru. Priblizné 25 % pacientl podstupujicich
resekci si vyvine néjaky stupert mozeckového mutismu (soubor neurologickych symptom).
Dalsi komplikace mohou byt: preruseni privodu krve, coz zplsobuje infarkt obklopujiciho

mozku nebo krvaceni, které zplsobi subdurdlni hematom.

Radiacni terapie
Radiac¢ni terapie (XRT) zacina pfiblizné 30 dn(i po operaci. Sklada se z denni davky 1,8 Gy do
celkové 54-59,4 Gy.

Lécba mikrometastické nemoci

Provadi se pomoci kraniospindlni radiace (CSl), kterou je ozaren cely mozek a micha po prvnich
13 dni terapie. Komplikace XRT pro détské pacienty jsou znacné. Vedlejsi efekty radiace jako
je anorexie a nauzea jsou bézné. Déti maji také slabsiimunitu a jsou nachylnéjsi k bakterialnim
onemocnénim. Vystaveni se radiaci také vede ke ztraté vlast a/nebo vzniku sekundarnich

nadord, zahrnujicim meningiomy a glioblastomy.

Farmakologickd lécba

Cilem chemoterapie je potlaceni nadorl a mikrometastatického onemocnéni. Léky (stejné
jako u vétsSiny chemoterapeutik) afektuji rychle délici se bunky, zahrnujici i burky
v gastrointestindlnim traktu, vlasové folikuly a kostni dfen. Toto vede kriziku nauzey

a zvraceni, prdjmu nebo zacpé, ztraté vlasii a myelosupresi.
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Fyzickd terapie
Multidisciplinarni rehabilitacni sluzby jsou doporuceny pro vSechny pacienty proslé terapii
MB. Po operaci by méli vSichni pacienti podstoupit fyzickou terapii, pokud doslo k mozkovému

mutismu nebo jinym jazykovym porucham, méla by byt zahrnuta i terapie reci.

Nové objevujici se terapie
Diky rozdéleni do jednotlivych skupin bude mozno IéCbu Iépe cilit. Vyzvou je uréeni podskupiny
stejné rychle jako prvni diagnézy MB. Diagnostika MB by ale méla byt kompletni do 30 dni po

inicialni resekci, protoze pozdéjsi zacatek terapie se prezentuje horsimi vysledky.

WNT nadory mohou byt rozpoznany v 80 % pripadl podle imunohistochemického znacdeni pro
B-katenin a je studovano nékolik metod lécby, které by se daly v budoucnu poufZit. Specifické
farmakologické cileni WNT drahy neni Uplné jasné, i kdyz snizeni B-kateninové drahy pomoci
inhibice tankyrazy, cyklo-oxygenazy a porcupinu je studovano. To by se dalo vyuZit v nasledné
redukci CSI davek nebo vynechani XRT celkové. SHH skupina muzZe byt cilena malymi
molekulami inhibitor( (syntetické derivaty cyklopaminu) proti SMO. U skupiny C je aplikace
cilené 1éCby velmi dllezZita, protoze stdvajici metody jsou znacné neefektivni (Gajjar and
Robinson 2014). Pro skupinu C se také vyviji malé inhibitory, které cili napf. MYC promotor,
coz se ukazalo slibné proti MB in vitro. Skupina 4 nemda dominantni onkogenni cestu, takze

cilené molekuly zUstavaji zatim neobjevené.

Dalsimi moznostmi jsou imunologické terapie, terapie adaptivnimi T-burnkami, terapie
adaptivnimi NK (natural killers) burikami nebo blokada imunitniho checkpointu (Martin, et al.

2014).

Latky

Klasicka farmakologicka 1é¢ba zahrnuje toxické latky, jejichz toxicita v kombinaci s operacemi
a radioterapii jesté vzrista. Novymi kandidaty pro lepsi klasickou l1é¢bu MB jsou napfiklad:
kurkumin, prostaglandin, superoxid dismutaza nebo kys. retinova (Sumer-Turanligil, et al.

2013).
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13.Subtypy u dospélych
| kdyZ jsou meduloblastomy nejbéznéjSimi nddory u déti, u dospélych se vyskytuji v 1 % vSech
pfipad( nadord CNS (Abacioglu, et al. 2002). Pfiblizné 24 % pfipadl MB se diagnostikuje mezi
21. a 40. rokem Zivota (Carrie, et al. 1993). Na zakladé predpokladu, Ze nadory dospélych
pacientl maji stejné vlastnosti jako nadory u déti, jsou dospélym aplikovany Ié¢ebné protokoly

odvozené od téch détskych.

Avsak byly nalezeny duleZité molekularni, radiologické a klinické rozdily mezi détskymi
a dospélymi pacienty (Remke, et al. 2011). Rozdily nenachdzime pouze v jednotlivych
skupindch (SHH podskupina je nejcastéjsi u dospélych a malych déti, WNT a skupina C jsou
vzacné u malych déti, skupina 3 se témér nenachazi u dospélych), ale i v misté vzniku nadoru,
nadory u dospélych se nachazi v bo¢nich mozeckovych hemisférach, u déti ve vermis. Nadory
WNT a C skupiny u dospélych jsou spojeny s horSim vysledkem nez u déti, kdezto nadory
skupiny SHH maji u obou skupin vysledek podobny (Kool, et al. 2012). U dospélych je také
Castéjsi pozdni relaps (Kostaras and Easaw 2013). Meduloblastomy u dospélych jsou
pokrocilejsi nddory, s castéjsi gliovou diferenciaci a s vy$sim proliferacnim potencidlem

(Giordana, et al. 1997).

14. Metody vyzkumu
Nové metody, jakymi jsou imunohistochemické barveni, microarray a sekvenovani nové
generace, odtajnily zna¢né informace o fungovani meduloblastom(. Kombinace téchto metod

nam umoziuje zkoumat MB do hloubky za Ucelem lepSiho porozuméni a |éCby.

15. Dostupné linie

Ke studiu MB se poutzivaji in vitro modely, které vSseobecné maji vyhodu v tom, Ze umoznuji
pouziti lidské derivované tkané, mnozZeni bunék a jejich pouziti v Sirokém spektru
experimentl. Kultury primarnich meduloblastom( nejvice pfipominaji in vivo stadium, ale
zaroven jsou Casto heterogennim mixem odliSnych bunék. Po prvni pasazi jsou buriky dany do
média, které na né ma selekcni tlak. Ten vede k tomu, Ze zavedené bunécéné linie jsou lehce
mnotzitelné a relativné uniformni, tudiz ukazuji mensi variabilitu oproti primarnim kulturam
(lvanov, et al. 2016).
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Béhem poslednich 4 dekdd bylo nashromazdéno a stabilizovano okolo 44 bunécnych linii
meduloblastomu, ale celkovy obraz byl nejasny kvili veliké diverzité v charakteristice
jednotlivych metod. Nicméné podafilo se priradit molekuldrni subtyp alespor nékterym z nich

(viz obrazek 7).
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Obrazek 7 — Prehled bunécnych linii MB (Ivanov, et al. 2016)

In vitro kultury se i presto vyznamné lisi od nddoru v mozecku ¢lovéka, maji nizkou bunéénou
hustotu, malo kontaktd s dalsSimi bunnkami a s extracelularnim prostorem a nejsou vystaveny
stejnym nutriénim podminkam a fyziologickym hladindm kysliku. Relativné novym zajimavym
zpUsobem kultivace bunék se staly mnohobunécéné organoidy, trojrozmérné tkané, které

umoziuji buikdam stejné chovani jako v pfirozeném prostredi. Jesté ucéinnéjsi se ukazuji

kultury, kde spolupracuji nddorova tkan s tkani normalni (lvanov, et al. 2016).
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16. Bioinformaticka data
V laboratofi bunééné diferenciace v Ustavu molekuldrni genetiky AVCR se zabyvame genem
DISP3/PTCHD2, ktery kdduje transmembranovy protein vysoce exprimovany v nervové tkani.
Ektopicka exprese DISP3 v multipotentnich mozeckovych progenitorech podporuje bunécnou
proliferaci a ovliviiuje expresi gen( Ucastnicich se tumorogeneze (Konirova, et al. 2017). U

meduloblastom( byla také nalezena zvysSena hladina mRNA tohoto genu (Zikova, et al. 2014).

Z databaze Arrayexpress (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) analyza DNA Cipd (E-GEOD-

42658) ukazuje vysokou expresi DISP3 genu v MB ve srovndani s kontrolnim vzorkem zdravého
dospélého mozecku. V dalSich nddorech pozorujeme rozmanitou intenzitu exprese DISP3,

v embryondlnim zdravém mozecku je také zvySena (viz obrazek 8).
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Obrdzek 8 — Graf logaritmické intenzity exprese DISP3 v zdvislosti na druhu nddoru
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https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

Pfi detailngjsi analyze jednotlivych molekularnich skupin MB z datasetu E-GEOD-21140
zahrnujiciho 103 pacientl se ukazuje, Ze nejvyssi exprese tohoto genu je ve skupiné D (viz
obrdazek 9). To naznacuje, Ze tento gen by se mohl podilet na vzniku této podskupiny MB. Je
na dalSich vyzkumech, aby ukazaly, jakym zplsobem a zdali se tento poznatek neda vyuzit

v cilené terapii.
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Obrazek 9 — Intenzita exprese DISP3 v podskupindch meduloblastomu

20



17.Zaveér
V této praci jsem se zamérila na prehled meduloblastom, na jejich subtypy, metody lécby a
nové pokroky objevené v souvislosti stouto problematikou. Je dUlezité pochopit, jak
jednotlivé nadory funguji, jak vznikaji a pfipadné jak zanikaji, aby se budouci |é¢ba dala
aplikovat ve vSech pfipadech. Nicméné v této praci jsem zjistila, Ze pokrok Sel za posledni roky

v této problematice hodné dopredu a k porozuméni meduloblastom( se dostavame stéle bliz.
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