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Abstrakt:

Mozkové gliomy jsou primarni mozkové nadory. Jiz diive bylo
prokazano, ze v nadorovych bunikach mozkovych gliomii se vyskytuji
nékteré nendhodné chromosomové aberace. Cilem této prace bylo
pomoci fluorescencni in-situ hybridizace (FISH) na vzorcich
mozkovych nadoru ziskanych pri operaci stanovit frekvenci urcenych
chromosomovych aberaci pomoci vybranych centromerickych a
lokus specifickych sond a ziskand data porovnat s klinickymi a
morfologickymi udaji. V prubéhu 6 let jsme ziskali celkem 270
vzorki, u 264 jsme provedli FISH pomoci panelu ndami zvolenych
sond. Tyto ziskané vysledky jsme pak porovnali s histologickou
analyzou odebranych vzorkit a vybranymi klinickymi udaji (vék,
Karnofsky skore, rozsah resekce, celkové preziti). V kazdeé skupiné
Jjsme stanovili median a primérnou dobu preziti, poté jsme u
vybranych parametrii sledovali jejich viiv na celkovou dobu preziti
pomoci Kaplan-Meierovy analyzy, rovneéz jsme vytvorili Coxiv
regresni model se stanovenim rizika prislusného parametru. U
difuznich a anaplastickych  astrocytomii a  anaplastickych
oligodendrogliomii stoupa riziko rychlé progrese a upgradingu na
nador vyssiho grade pri nalezu jinych aberaci (predevsim
amplifikace EGFR, delece RB1, monosomie chromosomu 10,
trisomie chromosomu 7, delece CDKN2A). Tito pacienti jsou
sledovani v kratsich casovych intervalech. U glioblastomu je
polyploidie  pozitivnim prognostickym ukazatelem, monosomie
chromosomu je 10 spojena s horsim klinickym pribéhem a kratsi
celkovou dobou preziti. Kombinovana delece 1p/19q je prognosticky
priznivym ukazatelem u nadoru s oligodendroglialni komponentou.
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Abstract:

Gliomas are brain tumors arising from neuroglia. In most cases
astrocytic or oligodendroglial component is the main element of the
tumor. Non-random chromosomal abberations are found in tumor
cells as was revealed previously. The aim of this study was a
fluorescence in-situ hybridisation analysis (FISH) of tissue samples
obtained during neurosurgical procedures, determine the frequence
of selected chromosomal abberations, further correlation with
morphological and clinical data and statistical analysis of the
results. During six years 264 tissue samples were gained in which
FISH with defined probes was performed. The acquired results were
compared with histological analysis and selected clinical data (age,
Karnofsky score, extent of resection, overall survival). The whole
series was divided into 7 groups by tumor type for further statistical
analysis. In every group median and mean survival time was
calculated, Kaplan-Meier analysis was focused on influence of
selected parameters to overall survival. In some categories Cox
regression model was created to achieve a hazard ratio of selected
parameters. In WHO Grade Il and Il tumors the risk of malignant
progression and tumor upgrading is significantly higher in
comparison with samples where specific abberations were not found
(EGFR amplification, CDKN2A and RB1 deletion, monosomy of
chromosome 10 and trisomy of chromosome 7). In glioblastoma
polyploidy is good prognostic marker, monosomy of chromosome 10
is linked to worse clinical course and shorter overall survival.

Keywords:
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1. Uved

Mozkové gliomy jsou heterogenni skupinou primarnich
mozkovych nadorl. Tvofi asi 40% vSech mozkovych nadord.
Roc¢ni incidence u dospélych dosahuje cca 5,4 novych piipadi
na 100000 obyvatel (rok 2009). Incidence astrocytarnich tumort
dosahuje 4,8 piipadi na 100000 obyvatel/rok, incidence
oligodendroglidlnich a ependymadlnich nadort pouze 0,4 resp.
0,2. U vysokostuptiovych glioml se zda, ze incidence je nizsi
Vv asijskych zemich nez v Evropé a Severni Americe 23

Astrocytarni  nadory jsou v soucasné dobé nejvice
prostudovanou skupinou primarnich nadori mozku. Od roku
1985, kdy byla v glioblastomu prokazana amplifikace EGFR
genu ©, znalosti molekuldrnich mechanismii vzniku a pribéhu
gliomd znacné pokrocily. Dnes vime, ze astrocytomy a
oligodendrogliomy se lisi svym vyvojem zahrnujicim

abnormality odliSnych genﬁ(6’7).

Astrocytarni nadory

Svym charakterem se z astrocytarnich nador vymyka
pilocyticky astrocytom (WHO Grade I). Jedna se o benigni
nador s dobrou prognézou po radikdlnim odstranéni nadoru.
V poslednich letech byla opakované potvrzena role genu BRAF
V tumorigenezi tohoto nadoru ®*%). U difaznich astrocytomi
(WHO grade II) (obr. 2 a 4) nachazime pfedevsim mutaci genu
isocitrat dehydrogenazy 1 a 2 (IDH1 a IDH2). Dale je u
astrocytarnich naddord vsech stupiii malignity nalézana mutace
genu TP53. Gen TP53 je mutovan v 40-70% diftznich
astrocytomt a anaplastickych astrocytomd, ale pouze ve 30-40%
glioblastomu @) U glioblastomt je vedle poruchy cesty p53
ptitomna i porucha cest Rbl a PI3-kinaza/Akt. K amplifikaci
CDK4 dochézi zhruba v 18% glioblastomu, amplifikaci MDM2
nachdzime asi ve 14% ptipada glioblastomu 15,21, Byla rovnéz
popsana amplifikace MDM4, homologu MDM2 @, vyskytuje se
V 7% glioblastomil.



CDKN2A/B a p14"*"F (koduji p16, p15 a p14”7F) se nachazi
na stejném lokusu (9p21). Tento tsek chromosomu 9 byva
deletovan v 50% glioblastom@i a v 10% anaplastickych
astrocytomut 15,2930y nekterych nadorech byla popsana
soucasna delece CDKN2A a CDKN2C %,

Mutace nebo homozygotni delece RB1 genu (13ql4) je
Gasto nalézéna u glioblastomu (11%) @ *). Hypermethylaci
RB1 promotoru, nachazime predev§im v sekundarnim
glioblastomu, celkem asi v 25% glioblastomi 2.

Amplifikace genu EGFR (7pl1-p12) je detekovana v cca
45% glioblastomii %% ¥ ) 3 v gasti anaplastickych
astrocytomtl. ZvySena exprese mize byt u glioblastomu ale
ptitomna i bez amplifikace (cca 15%). Delece TP53 je velmi
uzce spjata se zvySenou expresi PDGFR-a, coz mlize znamenat,
ze mutace TP53 ma onkogenni efekt pfedevs§im ve spojeni
se zvysenou expresi PDGFR-a. Z dalSich rustovych faktorti a
receptori se v onkogenezi astrocytomi zvySenou expresi
uplatiuji: ERBB2 (17¢21.1), mutace byva pfitomna v cca 8%
glioblastomi, dale MET (7q31), amplifikovan ve 4%
glioblastomi. Pomérné nedavno byl zjistén i relativné casty
vyskyt homozygotni delece NF1 genu (17ql1.2), az u 18%
glioblastomt, a dale mutace PIK3CA (3g26.3) u 15%
glioblastom ),

Zmnozeni Casti ¢i celého chromosomu 7 je pozorovano az u
60% glioblastomd, a to s ¢i bez amplifikace EGFR @9, Delece
chromosomu 10 je nejcastéj$i abnormalitou u glioblastomu.
nalézame ji u 70% glioblastomu, ve vétSiné piipada se jedna o
monosomii celého chromosomu 10 . Méng &asto je piitomna i
u anaplastickych astrocytomt a difiznich astrocytomu.

Oligodendroglialni nadory
Oligodendrogliomy vychazi z oligodendrocyti. Vyskytuji
se jednak ve formé oligodendrogliomu WHO Gr. Il (Obr. 5)



nebo ve formé jeho malignéjsi varianty — anaplastického
oligodendrogliomu WHO Gr. III. Od astrocytarnich nadord se
odliSuji predev$im svoji chemosenzitivitou a ponckud lepsi
prognézou.

U oligodendroglidlnich nadorti je nejcastéji zjiSténou
aberaci vedle jiz difive zmifiované mutace IDH1/2 delece 1p a
19q @9 Ve vétsing pfipadi se tyto delece vyskytuji spoleéné
vramci jednoho tumoru, maji ziejmé synergicky ucinek a
postihuji ~ zpravidla celé rameno  chromosomu. U
oligodendrogliomu se vyskytuje kombinovana LOH 1p/19q az v
80%. U anaplastickych oligodendrogliomti pak dosahuje cca
60%. U oligoastrocytomti se LOH 1p/19q vyskytuje v 30-50%,
u anaplastickych oligoastrocytomti pak vyskyt kombinované
delece dosahuje 20-30%. Oproti tomu u difuznich astrocytomu
se vyskytuje vméng nez 10% ©* 3% U oligoastrocytomu
Vv obou slozkdch nachazime stejné aberace, coz svéd¢i pro
monoklondlni piivod nadoru “?. Schopnost diferenciace do
astrocytarniho ¢i oligodendroglidlniho fenotypu je ziejmé
ovlivnéna podminkami vnitiniho prostiedi.

Vedle jiz zminénych zmén muzeme v oligodendrogliomech
a oligoastrocytomech nalézt v mensi mife i mutace TP53, deleci
CDKNZ2A, LOH 4q, 4p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p a 18q. Na rozdil
od astrocytomt je nalez LOH 17p a mutace TP53 sporadicky a
v kombinaci s LOH 1p vzicny, dosahuje cca 7% @ %) U
anaplastickych oligodendrogliomti se ale ve zvySené mife
vyskytuji abnormality obdobné jako u astrocytomi. Nachazime
deleci 9p, deleci CDKN2A/B a p14*7F (9p21), deleci 10q, mutaci
PTEN (10g23), amplifikaci ¢i zvy$enou expresi EGFR (7p12),
mutaci nebo deleci CDKN2C ¢i RB1 “2,



2. Hypotézy a cile prace

Téma prace vychazi z predpokladu, ze chromosomové
zmény, které nachazime v mozkovych gliomech, jsou
nenahodné. Je tedy pravdépodobné, ze aberace, které jsou
nalézany ve vyS$im procentu, mohou byt patogenetickym
podkladem vzniku téchto nadord. Cilem prace bylo urcit
aberace, které se v gliomech nachazi, jako kandidaty pro dalsi
vySetfeni. DalSim cilem bylo zvoleni vhodné metodiky odbéru a
zpracovani tkanového vzorku a jeho ptiprava k FISH. Hlavnim
cilem bylo provedeni fluorescenéni in-situ hybridizace pomoci
centromerickych a lokus specifickych sond na interfaznich
jadrech bunék mozkovych gliomi k detekci uréenych
chromosomovych aberaci, vyhodnoceni a statistické zpracovani
vysledkd I-FISH, korelace sklinickymi a morfologickymi
vySetfenimi a formulace zavért vcetné publikacni aktivity.

3. Material a metodika

Do  prospektivni  studie  byli  zafazeni  pacienti
s ptedpokladanym glialnim nadorem mozku, ktefi podepsali
informovany souhlas s genetickym vySetfenim. Informovany
souhlas byl schvélen Etickou komisi UVN.

Béhem neurochirurgického vykonu byly odebirany tkanové
vzorky gliomu. Kontrolni vzorky byly ziskany pti
epileptochirurgickém  vykonu. Cerstvé odebrany vzorek
resuspendovan v médiu (PBS, heparin), nasledné¢ byl material
zpracovan  pomoci  standardni  cytogenetické  techniky
(hypotonie, fixace vzorku). Vlastni FISH analyza byla
provedena po provedeni imunohistochemické analyzy. Pro FISH
analyzu byly pouzity dvoubarevné lokus-specifické a/nebo
centromerické sondy (Abbott-Molecular). K vySetfeni byly
vybrany sondy k detekci delece TP53, RB1 a CDKN2A,
amplifikace EGFR, trisomie chromosomu 7 a monosomie



chromosomu 10. U oligodendroglialnich nadort byly vzorky
rovnéz analyzovany na pfitomnost delece 1p36 a 19q13.3.

Buikky byly obarveny pomoci DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole). Preparaty byly odecitany pomoci fluorescen¢niho
motorizovaného mikroskopu Axioplan II (Zeiss) s pfislusnymi
optickymi filtry. V analyze bylo vzdy hodnoceno nejméné 200
interfaznich jader a byl hodnocen pomér fluorescenéniho signalu
prislusné specifické sondy a sondy kontrolni. Hranice pozitivity
byla uréena hodnotou 2 smeérodatnych odchylek (2SD), coz
zaruéilo diagnostickou specificitu 97,5% pro amplifikace a 95%
pro delece. Obraz byl zaznamenan a zpracovan pomoci ISIS
software (MetaSystems).

Ziskana data byla zpracovana pomoci statistického
programu XLSTAT 2012, verze 2012.3.01. Vsechna data byla
zpracovana k datu 31.3.2012. Celkové pieziti bylo stanoveno
pomoci Kaplan-Meierovy analyzy. Rozdily v kiivkach funkce
pteziti byly testovany pomoci log-rank testu, Wilcoxonova a
Tarone-Ware testu k uréeni statistické vyznamnosti. Nezavislé
prognostické faktory byly identifikovany pomoci vicenasobné
regresni metody Coxova regresniho modelu a logistické regresni
analyzy. Za efektivni prediktor sledovaného jevu byla
povazovana signifikance (p-value) mensi nez 0,05.

4. Vysledky

Od biezna 2004 do dubna 2010 bylo odebrano celkem 270
vzorkl u  pacienti s mozkovym  gliomem = bé&hem
neurochirurgického vykonu. Soubor pacientti byl tvofen 111
zenami a 159 muzi. Veékovy prumér souboru pii stanoveni
diagnézy byl 50 let, pti vlastni operaci 51,4 roku. Nejcastéjsim
inicialnim pfiznakem mozkového gliomu byl epilepticky
zachvat (114 pacientti), dale loziskovy neurologicky deficit (65
pacienttl), relativné Casto byla prvnim pfiznakem cefalea (40
pacienttl). Z celkového poctu 270 vzorkd bylo mozné provést
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molekularné-cytogenetickou analyzu pomoci fluoresce¢ni in-
situ hybridizace u 264 vzorkd (98% vSech analyzovanych
vzorkll). Pouze v 6 pfipadech nebylo mozné FISH analyzu
provést pro nedostatek materidlu. Z 264 vzorkii koreloval
klinicky prabéh s histologii a FISH ve 225 piipadech (85%
vSech vzorkl), ve 39 pfipadech shoda nenastala. Soubor byl pro
dal$i hodnoceni rozdélen na jednotlivé skupiny diagnoz podle
histopatologickych kritérii.

Pilocyticky astrocytom WHO Grade I

Ve skupiné pacienti s pilocytickym astrocytomem, Gr. I,
bylo 7 nemocnych. VSichni pacienti piezivaji, nebylo dosazeno
medidnu preziti, soucasnad doba sledovani dosdhla primérné
76,9 mésict (45,2 — 109,5 mésict), median sledovani je 73,4
mesici. Pomoci FISH analyzy byla ve 3 pfipadech nalezena
polyploidie, v jednom ptipadé¢ byla nalezena monosomie
chromosomu 10. U této pacientky byla pozorovana rychla
graficka progrese rezidualniho nadoru, pfi reoperaci byl odebran
novy vzorek, ktery byl hodnocen jako difuzni astrocytom.
Zavér: Nalez jiné aberace nez polyploidie budi podezieni na
$patné stanovenou histologickou diagnozu, tyto pacienty je
nutné sledovat a kontrolovat Castéji.

Difazni astrocytom WHO Grade 11

Do skupiny pacientd s difuznim (35 nemocnych) a
gemistocytarnim  astrocytomem (3 pacienti), Gr. II, bylo
zatazeno celkem 38 pacienti. Z tohoto poctu 23 nemocnych jiz
v pribéhu sledovani zemielo, median preziti dosdhl 67,8
meésic, medidn preziti od operace pak 59,5 mésicil, primérna
doba preziti dosahuje 104,7 mésicu (74,9 — 134,4 mésict).
Difuzni astrocytomy byly zastoupeny v 37 vzorcich.
Nejcastéjsim nalezem byla polyploidie (23 piipadd). Ve 13
vzorcich nebyla nalezena zadna aberace. Ostatni néalezy byly
vzacngj§i: monosomie chromosomu 10 4x, amplifikace EGFR
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2x, trisomie chromosomu 7 1x, delece RB1 3x, delece CDKN2A
2X, monosomie chromosomu 13 a 17 shodn¢ pouze 1x. Tyto
chromosomové aberace byly souhrnné oznaceny jako jiné
aberace. Coxav regresni model se zapodétenim véku, Karnofsky
skore pied operaci a radikality resekce prokazal pfitomnost jiné
aberace jako statisticky vyznamny faktor ovliviiujici celkové
preziti, riziko umrti bylo 3,8x vyssi!

Zavér: Nalez jiné aberace vyznamné zhorSuje prognozu
pacientl, dochazi k rychlej$imu upgradingu a progresi nadoru,
riziko Gmrti stoupa 3,8x. Negativni FISH nalez je pozitivni
prognosticky ukazatel.

Anaplasticky astrocytom WHO Grade I11

Skupinu pacienti s anaplastickym astrocytomem, Gr. III,
tvorilo 28 nemocnych, v soucasné dobé prezivaji 4 pacienti
(zdrojova data Tab. 26). Median preziti v této skupiné dosahl
29,3 mésict, median pteziti od operace 12,9 mésicli, primérna
doba preziti je 57,1 mésici (32,1 — 82,1 mésict), median
sledovani dosahl 26 mésict. V této skupiné bylo analyzovano 27
vzorkil. Podobné jako u difuznich astrocytomii byla nejcastéjsim
nalezem polyploidie, celkem v 15 vzorcich. V 10 ptipadech byla
nalezena delece CDKN2A, ve 4 ptipadech delece RB1. Trisomie
7 byla zjisténa v 5 pripadech, amplifikace EGFR pouze 1x.
Monosomie 10 byla detekovana 2x, monosomie 17 1x. Ve dvou
piipadech nebyla aberace ve vzorku nalezena. Kaplan-Meierova
analyza skupin bez nebo s jinou aberaci prokazala vyznamny
rozdil v preziti: ve skupiné 1 (jiné aberace) dosahl median
preziti 26,4 mésici, ve skupiné¢ 0 (bez jinych aberaci) pak
median preziti byl 81,3 mésicii. Prestoze rozdil v preziti je
znacny a trend patrny, kiivky preziti se statisticky vyznamné
nelisi.
Zavér: Nalez jiné aberace kromé delece CDKN2A svédci pro
hor§i prognézu pacientl s anaplastickym astrocytomem, tito
pacienti dosahuji kratsi doby preziti.
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Multiformni glioblastom WHO Grade IV

Median pieziti u skupiny pacientd s glioblastomem, Gr. 1V,
dosahl pouze 8,4 mésicti, median pieziti od operace pak 6,5
meésicl, primérnd doba pfeziti je 14,3 mésict (11,7 — 17
mesicil), od vykonu pak 11,1 mésict (8,9 — 13,3 mésict). Z celé
skupiny 145 pacientl v souc¢asné dob¢ pieziva pouze 5 pacientt.
Median celkového sledovani dosahl 8,2 mésict. Skupina
pacientii s glioblastomem tvofila vice nez polovinu souboru,
celkem 145 pacientd. U pacienti s GBM byla nejcastéji
nalezena monosomie chromosomu 10, celkem u 99 nemocnych
(68%). Polyploidie byla nalezena u 70 nemocnych (47%).
Kaplan-Meierova analyza pacientll S monosomii chromosomu
10 prokazala signifikantni rozdil v pieziti, ve skupiné¢ bez
pritomnosti této aberace dosahl median pteziti 11 mésict (7,5 —
13,5 mésict), jinak se snizil na 8,2 mésict (6,2 — 10,4 mésict).
Srovnani kiivek preziti bylo rovnéz analyzovano v zavislosti na
pfitomnosti polyploidie. Medidn pfeziti u pacientd bez
polyploidie byl pouze 7,5 mésicli, zatimco ve druhé skupiné
presahl 10,1 mésict. U Zadné dalsi aberace nedosahlo srovnani
kiivek preziti statistické vyznamnosti. Pokud byl do hodnoceni
zavzat i vék pii stanoveni diagnézy a Karnofsky skore pred
operaci, pak nejvyznamnéjSimi ukazateli pfeziti byl veék a
Karnofsky skore, statisticky vyznamnym faktorem zustala i
polyploidie. Pomoci logistické regresni analyzy jsme vyjadfili i
vztah mezi monosomii chromosomu 10 a vékem: Se stoupajicim
vékem stoupa vyskyt monosomie chromosomu 10 (pomér $anci
1,04), tento vysledek byl statisticky signifikantni..
Zavér: Nejvyznamnéj§im FISH nalezem u glioblastomu je
polyploidie, je vyznamnym pozitivnim znakem pro prognézu
pacienta. NejcastéjSim nalezem je monosomie chromosomu 10,
pozitivni nalez svédci pro horsi prognézu téchto pacientd, jeji
vyskyt stoupa s vékem pacienta.
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Oligodendrogliom WHO Grade II

Do skupiny oligodendrogliomu, Gr. II bylo zafazeno celkem 18
pacientt, 11 pacientd pieziva, primérna doba preziti je 124,4
mesict (100,7 — 148,2 mésicl), median pteziti dosdhl 157
meésici. Median celkového sledovani byl 82 mésici. Ve 13
vzorcich byla nalezena kombinovana delece 1p36 a 19q13.3,v5
vzorcich byl néalez negativni. Polyploidie byla nalezena 7x,
monosomie chromosomu 10 a trisomie chromosomu 7 v jednom
ptipadé. Amplifikace EGFR a monosomie 17 byly rovnéz
zjistény vzdy jednou. Coxtv regresni model stanovil jako
vyznamny parametr pieziti pouze Karnofsky skore pied operaci.
Zavér: U pacientl s oligodendrogliomem nélez jiné aberace
neovlivnil v nasem souboru celkovou dobu preziti

Anaplasticky oligodendrogliom WHO Grade I11

V souboru bylo celkem 27 pacientd s anaplastickym
oligodendrogliomem, Gr. III, do soucasné doby pieziva 11
pacienti. Median preziti dosahl 80,6 mésicl, primérnd doba
pteziti byla 85,4 mésici (64,9 — 105,8 mésict). Median
sledovani dosahl 65 mésicl. Stejné jako u oligodendrogliomi
byla nejcastéjsim FISH nalezem kombinovana delece 1p36 a
19913.3 (62%). Polyploidie byla nalezena v 9 vzorcich (35%).
Monosomie chromosomu 10 byla zjisténa jednou, trisomie 7 2x,
amplifikace EGFR jednou. Delece CDKN2A byla zjisténa 3x.
Srovnani preziti bylo stanoveno ve skupiné s nalezem
kombinované delece 1p36 a 19q13.3, median pfeziti dosahl
138,7 mésict a ve skupiné s negativnim nalezem této delece,
median pfeziti byl pouze 42,7 mésict. Priznivy efekt
kombinované delece 1p/19q se ztraci pfi pritomnosti dalsich
chromosomovych aberaci, median pieziti dosdhl 60 mésict, ve
skupiné bez delece 1p a 19q median pteziti Klesl na 43 mésictl..
Statisticky vyznamnym parametrem celkového pieziti je KPS,
ale rovnéz jiné aberace. Pfitomnost jiné aberace zvySuje v tomto
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modelu riziko Gmrti 3,9x, vyssi Karnofsky skore toto riziko
snizuje.
Zavér: Kombinovana delece 1p/19q je pozitivnim znakem
prognézy pacienti s anaplastickym oligodendrogliomem.
Pfitomnost jiné aberace vyznamné ovlivituje celkové preziti.
Anaplasticky oligoastrocytom WHO Grade I1I

Skupinu pacientl s anaplastickym oligoastrocytomem, Gr.
111, tvofi 7 nemocnych, z nich pfezivaji 2 pacienti (zdrojova data
Tab. 30). Median preziti dosahl 30,4 mésict, pruimérna doba
preziti byla 50 mésict (20 — 57,4 mésict)). Primérny veék
pacientl pfi stanoveni diagnozy byl 40,4 let. Median sledovani
dosahl 30,4 mésict. Primérné Karnofsky skore pred operaci
bylo 89. Ve skupiné oligoastrocytomu bylo 6 vzorki. Delece 1p
byla nalezena jednou, kombinovana delece 1p/19q také pouze
jednou. Nejcastéj§im nalezem byla polyploidie, zjisténa 6x. |
v této skupin€ byl pozitivni nalez delece 1p/19q ptiznivym
prognostickym parametrem, ve skupiné s negativnim nalezem
dosahl median preziti pouze 30,4 mésict, ve druhé skupiné 63,4
mésict, vzhledem k po¢tu pacienti v skupiné neni vysledek
zatim statisticky signifikantni.
Zavér: 1 ve skupiné nemocnych s anaplastickym
oligoastrocytomem je patrny trend lep$i progndzy u pacientt
s prukazem kombinované delece 1p/19q

5. Diskuse

Gliomy jsou heterogenni skupina nadori, které se znacné
lisi svou prognozou. Nejcastéji se jedna o astrocytarni nadory.
Pilocyticky astrocytom je typicky nador détského véku a
mladSich dospélych jedinci. Neddvno bylo zjisténo, ze na
patogenezi téchto nadorti se podili uplikace, flize nebo mutace
genu BRAF (7934). Piedstavuje pravdépodobné hlavni
mechanismus vzniku téchto nadort a téz cil pfipadné nové 1écby
(43-48) " \/ nagem souboru bylo vysetfovano celkem 7 pacientt,
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hodnoceno bylo 6 vzorkl.. V naSem vySetfovacim panelu jsme
nesledovali duplikaci ¢i fuzi BRAF genu, proto Vv naSich
analyzadch ptevazoval negativni nalez nebo pouze prikaz
polyploidie. Pouze vjednom z vzorki byla nalezena
monosomie chromosomu 10, néasledné bylo v dal§im pribéhu
potvrzeno, ze se nejednd o pilocyticky astrocytom. Jakykoli
nalez jiné chromosomové aberace budi vzdy podezieni na
moznost chybného histologického zavéru a tito pacienti by méli
byt sledovani ve stejném rezimu jako pacienti s difuznim
astrocytomem.

V soucasnosti je predpokladanym prvnim patogenetickym
procesem vzniku nizkostupiiového gliomu mutace genu
isocitratdehydrogenazy 1 nebo 2 — IDH1/2 “" “® a tento jev
nastava jesté pred vznikem mutace TP53 @47 prevalence této
mutace je vysokd (80%) a zistdvda neménna i v prab&hu
progrese nadoru do anaplastického astrocytomu ¢i sekundarniho
glioblastomu. Mutace je rovnéz nachazena i
v oligodendroglialnich  nadorech. =V soucasné dobé se
ptedpoklada, ze pravé mutace IDH1/2 je jednim z prvnich
stupnil v tumorigenezi glialnich nadora @,

U vétSiny pacientt s nizkostupiiovym gliomem nachazime
rovnéz mutaci genu TP53, pouze vzacné dochazi k deleci
prislusného genu @ tento fakt miZeme potvrdit i z naseho
souboru pacientii, delece nebyla prokazana ani v jednom
difuznim astrocytomu. Mutace je povazovana za nepiiznivy
prognosticky znak ©®, pacienti maji kratsi interval preziti.
Nicméné progndéza zavisi i na véku nemocnych a KPS,
predevsim pacienti mladsi 45 let maji lepsi prognozu prakticky u
viech typd glidlnich nadord ©" °®. Mutace TP53 genu je
nalézana u astrocytarnich nadorti vSech stupiiti malignity. Gen
TP53 je mutovan vcca 50% difiznich astrocytomd a
anaplastickych astrocytomt, ale pouze ve 30% glioblastomu @),

V nékterych nizkostupniovych gliomech (dle histologické
analyzy) byly ale nalezeny aberace, které odpovidaji nadorim
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vyssiho grade a bylo prokazéano, Ze u téchto nadorti dochazi
K malignimu zvratu dfive. Jsou to pfedevs§im delece RB1 a
CDKN2A, dale trisomie chromosomu 7 a monosomie
chromosomu 10. V naSem souboru byl patrny jednoznaény
trend, ktery prokazuje nejlepsi prognézu u pacientl s difuznim
astrocytomem, pokud je FISH analyza negativni v panelu nami
provadénych  vysetfeni. Tento fakt lze ale prokazat
dlouhodobym sledovanim, vzdy je nutné pocitat s moznosti
$patného odbéru. Naopak vyrazné horsi prognozu lze ocekavat,
pokud byla prokazana dal$i chromosomova aberace (delece
RB1, CDKN2A, trisomie 7, monosomie 10), median pteZiti byl
V této skupiné pouze 37,5 mésict. Jiz v nasi ptivodni praci jsme
predpokladali, ze tyto dalsi aberace mohou vést k rychlejSimu
upgradingu difuzniho astrocytomu ®9 Na zakladg delstho
sledovani a pomoci statistické analyzy jsme mohli tento
predpoklad potvrdit. Riziko pfitomnosti jiné aberace bylo
potvrzeno i Vv Coxové regresnim modelu, funkce hazardu
dosahla 3,8. Toto vysoké riziko umrti pfi pfitomnosti jiné
aberace je nutné povazovat za vysoce statisticky vyznamné a za
zasadni ukazatel hor$i progndzy. Zasadnim sdélenim pro praxi
je, Ze pritomnost jiné aberace vyZzaduje protokol sledovani
pacienta, ktery odpovida vysokostupfiovym gliomtim.

U anaplastickych astrocytomti nachazime podobné aberace
jako u difuznich astrocytomtl, zvlaste¢ pak ve vyssim procentu
deleci CDKN2A. Castym nélezem byva téz delece RB1 genu. | u
téchto nadorti je pfiznivym znakem v nasem panelu vysetfeni
pro prognézu negativni molekularné-cytogeneticky nalez,
pripadné polyploidie, nalez jiné aberace prognézu opét zhorSuje
(mediédn pfeziti 52 mésict oproti 14 mésicim pii ndlezu jinych
aberaci). Piekvapivé ovSem je, Zze na této horSi progndze se u
nasich pacientd nepodili delece CDKN2A %) Ta sama o sob&
zasadnéji preziti neovliviiuje, naopak signifikantnim nalezem
jsou jiné aberace (delece RB1, monosomie 9, trisomie 7,
amplifikace EGFR, monosomie 10, monosomie 17) ®¥. Toto
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jsme potvrdili i Kaplan-Meierovou analyzou obou skupin, ve
skupiné 1 (jiné aberace) dosdhl medidn pfeziti pouze 26,4
mesict, ve skupiné 0 (bez téchto aberaci) byl pak median pieziti
81,3 mesicti. Podobné jako u difuzniho astrocytomu je
povazovan za pozitivni prognosticky faktor i prikaz mutace
IDH1 R132H v nadoru, pacienti s pozitivnim nalezem maji lepsi
prognozu oproti pacientim s negativnim nalezem této mutace
®9) vk, Karnofsky skore a radikalita resekce jsou ale v nasem
souboru nejvyznamnéj§imi faktory ovliviiujicimi pteziti. Oproti
nasemu puvodnimu zavéru je ale role nékterych aberaci ve
smyslu horsi prognézy pacientll s anaplastickym astrocytomem
nesporna.

Primarni glioblastom ma velmi kratké obdobi klinickych
priznakt pred stanovenim diagndzy (1-3 mésice), vétSinou se
jednd o Dbolesti hlavy, epilepticky zachvat, loziskovy
neurologicky deficit. Pacienti se sekundarnimi glioblastomy jsou
vétsinou jiz delsi dobu dispenzarizovani a Iéceni pro astrocytom
niz§iho grade (nejcastéji fibrilarni astrocytom). Onemocnéni
muze byt po nékolik let relativné stabilni ¢i pouze pomalu
progreduje, pacienti jsou sledovani pomoci MRI vySetfeni
mozku. V primarnich glioblastomech byvaji pravidelné
detekovany homozygotni delece CDKN2A, CDKN2B a p14**F
v oblasti 9p21. Tento Gsek chromosomu 9 byva deletovan v 50%
glioblastomt a cca v 10% anaplastickych astrocytomﬁ(ls’ 21.28)
Ztratou obou alel CDKN2A/B a p14**F tak dochazi k preruseni
cesty p53 i Rbl. V nékterych nadorech muze byt transkripce
zastavena diky hypermethylaci promotorového tseku zbyvajici
divoké alely ©* %)\ ngkterych nadorech byla popsana soudasna
delece CDKN2A a CDKN2C. Castym néalezem byva amplifikace
CDK4 (u 18% glioblastomi), ¢asto spole¢né s MDM2 (ve 14%
glioblastomt) na 12914-q15. Vzestup CDK4 vede K piekonani
regulace pomoci inhibi¢nich pl15 a p16 (produkty CDKN2A a
CDKN2B). Volny CDK4 a CDK6 se pak vazou na cykliny
D1/D3. Zvysena exprese MDM2 vede ke zvySené degradaci
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p53, pfiemz opét pieckonavéa inhibi¢ni uginek p14°°F @320y
70%  primarnich  glioblastomi  nachazime monosomii
chromosomu 10 ¢i deleci 10q. U 25% vzorkt je zjiSténa mutace
ve zbyvajicim PTEN genu. Amplifikace genu EGFR (7p11-p12)
je detekovana vcca 45% glioblastom WD a3 vmalé Gasti
anaplastickych astrocytomti, u dal§i casti neni pfitomna
amplifikace, ale nechybi zvySena exprese @) Cetnost t&chto
aberaci je vnaSem souboru obdobna. Pokud je gen
amplifikovan, je vzdy zvySené exprimovan (tato overexprese
mize byt u glioblastomu ale pfitomna i bez amplifikace).
Prestavba samotného genu se vyskytuje zhruba v poloviné
pfipadi amplifikace EGFR, a to pouze v amplifikovanych
kopiich “n, Tyto prestavby EGFR (extra i intracelularni
domény) se mohou vyskytovat i ve stejném nadoru. Ve vSech
astrocytarnich nadorech byla nalezena vysoka exprese PDGF
ligandti, naznacujici pfitomnost autokrinni/parakrinni stimulace.
Presto overexprese neni spojena s amplifikaci (vyjimkou je
amplifikace PDGFRA, u 13% glioblastomi) ®®. Sekundérni
glioblastomy  vznikaji ~pomalu progresi difuzniho ¢i
anaplastického astrocytomu. Postihuji mladsi jedince (sti. vék
40 let) a typicky je pfitomna mutace IDH1, méné Casto IDH2,
dale delece a/nebo mutace s postizenim obou alel TP53. U
sekundarniho glioblastomu nachazime podobné chromosomové
zmény jako u astrocytomti Grade II a III, naopak pouze vzacné
se objevuji zmény typické pro primarni glioblastom, piedev§im
amplifikace EGFR ¢i MDM2. Glioblastomy nicméné mohou
nést celou fadu aberaci a byva pravidlem, ze byva pfitomno
postiZeni vice signalnich cest najednou (p53, Rb1, RTK/Akt) ™
)V nasem souboru jsme pozorovali predevSim vyskyt
monosomie chromosomu 10 (68% piipadt). Pacienti s touto
aberaci maji v naSem souboru horsi prognozu preziti oproti tém,
kde je nalez negativni. Je zde i shoda mezi vékem pacienta a
monosomii chromosomu 10. To mlze znamenat, Ze u starSich
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pacienti najdeme castéji monosomii 10 a tento nador ma
pravdépodobné vyss§i maligni potencial.

Castym nalezem byva rovnéz amplifikace EGFR a trisomie
chromosomu 7 ©®, v nasem souboru 43% (62/145) a 37%
(53/145). Trisomie chromosomu 7 progndzu pacientli v nasem
souboru vyznamné neovliviiuje (stejné tak delece CDKN2A —
40/145). Zajimavym ukazatelem je neptitomnost amplifikace
EGFR, pfi negativnim nalezu této aberace stoupd v nasem
souboru riziko smrti (funkce hazardu 1,44). Mohlo by to
znamenat, ze pacienti s amplifikaci EGFR obecné lépe reaguji
na onkologickou 1é¢bu. Jedna se ale o data na hranici statistické
vyznamnosti. Pokud jsme stanovovali miru rizika jednotlivych
aberaci a do hodnoceni pfibrali i vék a KPS, ukazalo se, ze tyto

parametry jsou pro celkové pfeziti nejvyznamnéjsimi faktory .

T ale pretrvava i vyznam polyploidie (funkce hazardu pii
nepfitomnosti polyploidie dosahuje 1,47).

Tumorigeneze oligodendrogliomtl zGstava i nadale nejasna.
Za nejvyznamnéj$i nalez a prognosticky parametr je povazovana
pritomnost delece 1p36 a 19q13.3. Tato delece je pozitivnim
ukazatelem pro prognézu pieziti, pfedevS$im u anaplastickych
oligodendrogliomii a oligoastrocytomét ">”"). Srovnani funkce
preziti v zavislosti na pfitomnosti delece 1p36 a 19q13.3
vyzniva ve prospéch prodlouzeni celkového preziti pfi
pozitivnim nalezu této kombinované delece. V nasem souboru
nicméné svym vyznamem pievazuji ,v€k, KPS a radikalita
resekce.  Kaplan-Meierova  analyza  souboru  pacientl
s anaplastickym oligodendrogliomem a ptitomnosti delece 1p36
a 19q13.3 prokazala rozdil v dobé preziti jednotlivych skupin,
tento rozdil byl ale na hranici statistické vyznamnosti. V nasem
souboru dosahuje vyskyt této kombinované delece 72% u
oligodendroglioml1 a 62% u anaplastickych oligodendrogliomt
®9. pozorovali jsme urcitou shodu mezi vékem a vyskytem
jinych aberaci (oproti nalezu 1p/19q a polyploidie). Mohlo by to
znamenat, ze pacienti se stoupajicim vékem maji horsi prognézu
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nejenom diky veéku, ale rovnéz diky Castéjsi pfitomnosti téchto
jinych aberaci.. V naSich pfedchozich sdélenich jsme uvazovali
pfedevSsim o vlivu delece CDKN2A na rychlejsi progresi
oligodendrogliomtl, soucasnad data svéd¢i pro vSechny dalsi
aberace vedle delece 1p/19q (delece CDKN2A, amplifikace
EGFR, monosomie 10, monosomie 9) a pro jejich vliv na
celkové preziti ®* ™,

Uréitou slabinou nasi metodiky odbéru tkané¢ v pribéhu
operace je skutecnost, ze nasledna FISH analyza neni provadéna
na stejném vzorku tkdné jako analyza imunohistochemicka.
Resenim, které snizuje riziko chybného odbéru, ale zachovava
vyhodu pouziti Cerstvého materialu, je odebirani vice vzorkl
z riznych mist. Urcitym kompromisem miize byt dodatecna
analyza z parafinového fezu tam, kde primarni FISH analyza je
negativni nebo je vyznamny rozpor mezi vysledkem
ocekavanym a vysledkem ziskanym.

6. Zavéry

Fluorescen¢ni in-situ hybridizace na interfaznich jadrech (I-
FISH) glialnich nadord mozku je metoda, kterou je mozné
pouzit pro diagnostiku chromosomovych aberaci v téchto
nadorech.

1. Ve vSech skupinach je vék, Karnofsky skore pred
operaci a radikalita resekce vyznamnym parametrem
dalsi progndzy pacientti.

2. Prokazali jsme, Ze systém odb&ru, transportu a
vySetieni Cerstvé tkané jsou proveditelné, ziskany
material hodnotitelny a ma vyznamnou vypovidaci
hodnotu.

3. I-FISH je vhodnym doplitkem imunohistochemické
analyzy a umoziiyje stanoveni predikce dalsiho vyvoje
a prognozy pacienta. Upfesiuje tak diagnostiku daného
onemocnéni.
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4. U pacientt s difiznim astrocytomem je pfitomnost jiné
aberace nez polyploidie vysoce rizikovym ukazatelem
hor$i prognoézy. Tito pacienti jsou sledovani podle
protokolu odpovidajicim nddorim vyssiho grade.

5. Nejvyznamnéj§im parametrem u glioblastomu je
pozitivni nalez polyploidie, potvrzuje lepsi prognézu
téchto pacientll. Nejéast&j$im nalezem u glioblastomu
je monosomie chromosomu 10, jedna se o Spatny
prognosticky znak, jeho vzestupny vyskyt koreluje
s vékem pacienta a svéd¢i pro krat$i dobu preziti

6. U anaplastickych oligodendrogliomii a oligostrocytomu
je delece 1p36 a 19ql3.3 znakem lepsi prognozy,
pritomnost jiné aberace je negativnim prognostickym
znakem

Pfedpokladame, ze v budoucnu molekularné-cytogeneticka

analyza umozni individualizaci sledovani a 1éby pacienti
s mozkovymi gliomy.
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