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Abstrakt:  

Mozkové gliomy jsou primární mozkové nádory. Již dříve bylo 

prokázáno, že v nádorových buňkách mozkových gliomů se vyskytují 

některé nenáhodné chromosomové aberace. Cílem této práce bylo 

pomocí fluorescenční in-situ hybridizace (FISH) na vzorcích 

mozkových nádorů získaných při operaci stanovit frekvenci určených 

chromosomových aberací pomocí vybraných centromerických a 

lokus specifických sond a získaná data porovnat s klinickými a 

morfologickými údaji. V průběhu 6 let jsme získali celkem 270 

vzorků, u 264 jsme provedli FISH pomocí panelu námi zvolených 

sond. Tyto získané výsledky jsme pak porovnali s histologickou 

analýzou odebraných vzorků a vybranými klinickými údaji (věk, 

Karnofsky skóre, rozsah resekce, celkové přežití). V každé skupině 

jsme stanovili medián a průměrnou dobu přežití, poté jsme u 

vybraných parametrů sledovali jejich vliv na celkovou dobu přežití 

pomocí Kaplan-Meierovy analýzy, rovněž jsme vytvořili Coxův 

regresní model se stanovením rizika příslušného parametru. U 

difuzních a anaplastických astrocytomů a anaplastických 

oligodendrogliomů stoupá riziko rychlé progrese a upgradingu na 

nádor vyššího grade při nálezu jiných aberací (především 

amplifikace EGFR, delece RB1, monosomie chromosomu 10, 

trisomie chromosomu 7, delece CDKN2A). Tito pacienti jsou 

sledováni v kratších časových intervalech. U glioblastomu je 

polyploidie pozitivním prognostickým ukazatelem, monosomie 

chromosomu je 10 spojena s horším klinickým průběhem a kratší 

celkovou dobou přežití. Kombinovaná delece 1p/19q je prognosticky 

příznivým ukazatelem u nádorů s oligodendrogliální komponentou. 

 

Klíčová slova:  

Gliom – FISH – delece – amplifikace – monosomie – trisomie – 

polyploidie - celkové přežití 
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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 II and III 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: 

 

Glioma – FISH – deletion – amplification – monosomy – trisomy – 

polyploidy - overall survival 
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1. Úvod 

Mozkové gliomy jsou heterogenní skupinou primárních 

mozkových nádorů. Tvoří asi 40% všech mozkových nádorů. 

Roční incidence u dospělých dosahuje cca 5,4 nových případů 

na 100000 obyvatel (rok 2009). Incidence astrocytárních tumorů 

dosahuje 4,8 případů na 100000 obyvatel/rok, incidence 

oligodendrogliálních a ependymálních nádorů pouze 0,4 resp. 

0,2. U vysokostupňových gliomů se zdá, že incidence je nižší 

v asijských zemích než v Evropě a Severní Americe 
(1, 2, 3)

.  

Astrocytární nádory jsou v současné době nejvíce 

prostudovanou skupinou primárních nádorů mozku. Od roku 

1985, kdy byla v glioblastomu prokázána amplifikace EGFR 

genu 
(5)

, znalosti molekulárních mechanismů vzniku a průběhu 

gliomů značně pokročily. Dnes víme, že astrocytomy a 

oligodendrogliomy se liší svým vývojem zahrnujícím 

abnormality odlišných genů
(6,7)

. 

 

Astrocytární nádory 

Svým charakterem se z astrocytárních nádorů vymyká 

pilocytický astrocytom (WHO Grade I). Jedná se o benigní 

nádor s dobrou prognózou po radikálním odstranění nádoru. 

V posledních letech byla opakovaně potvrzena role genu BRAF 

v tumorigenezi tohoto nádoru 
(24,25)

. U difúzních astrocytomů 

(WHO grade II) (obr. 2 a 4) nacházíme především mutaci genu 

isocitrát dehydrogenázy 1 a 2 (IDH1 a IDH2). Dále je u 

astrocytárních nádorů všech stupňů malignity nalézána mutace 

genu TP53. Gen TP53 je mutován v 40-70% difúzních 

astrocytomů a anaplastických astrocytomů, ale pouze ve 30-40% 

glioblastomů 
(26)

. U glioblastomů je vedle poruchy cesty p53 

přítomná i porucha cest Rb1 a PI3-kináza/Akt. K amplifikaci 

CDK4 dochází zhruba v 18% glioblastomů, amplifikaci MDM2 

nacházíme asi ve 14% případů glioblastomu 
(15, 27)

. Byla rovněž 

popsána amplifikace MDM4, homologu MDM2 
(28)

, vyskytuje se 

v 7% glioblastomů. 
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CDKN2A/B a p14
ARF

 (kódují p16, p15 a p14
ARF

) se nachází 

na stejném lokusu (9p21). Tento úsek chromosomu 9 bývá 

deletován v 50% glioblastomů a v 10% anaplastických 

astrocytomů 
(15, 29, 30)

. V některých nádorech byla popsána 

současná delece CDKN2A a CDKN2C 
(15, 31)

. 

Mutace nebo homozygotní delece RB1 genu (13q14) je 

často nalézána u glioblastomu (11%) 
(15, 32)

. Hypermethylaci 

RB1 promotoru, nacházíme především v sekundárním 

glioblastomu, celkem asi v 25% glioblastomů 
(33)

.  

Amplifikace genu EGFR (7p11-p12) je detekována v cca 

45% glioblastomů 
(15-18, 34, 35)

 a v  části anaplastických 

astrocytomů. Zvýšená exprese může být u glioblastomu ale 

přítomna i bez amplifikace (cca 15%). Delece TP53 je velmi 

úzce spjata se zvýšenou expresí PDGFR-α, což může znamenat, 

že mutace TP53 má onkogenní efekt především ve spojení 

se zvýšenou expresí PDGFR-α. Z dalších růstových faktorů a 

receptorů se v onkogenezi astrocytomů zvýšenou expresí 

uplatňují: ERBB2 (17q21.1), mutace bývá přítomna v cca 8% 

glioblastomů, dále MET (7q31), amplifikován ve 4% 

glioblastomů. Poměrně nedávno byl zjištěn i relativně častý 

výskyt homozygotní delece NF1 genu (17q11.2), až u 18% 

glioblastomů, a dále mutace PIK3CA (3q26.3) u 15% 

glioblastomů 
(15)

. 

 Zmnožení části či celého chromosomu 7 je pozorováno až u 

60% glioblastomů, a to s či bez amplifikace EGFR 
(36)

. Delece 

chromosomu 10 je nejčastější abnormalitou u glioblastomů. 

nalézáme ji u 70% glioblastomů, ve většině případů se jedná o 

monosomii celého chromosomu 10 
(15)

. Méně často je přítomna i 

u anaplastických astrocytomů a difúzních astrocytomů. 

 

 

Oligodendrogliální nádory 

 Oligodendrogliomy vychází z oligodendrocytů. Vyskytují 

se jednak ve formě oligodendrogliomu WHO Gr. II (Obr. 5) 
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nebo ve formě jeho malignější varianty – anaplastického 

oligodendrogliomu WHO Gr. III. Od astrocytárních nádorů se 

odlišují především svojí chemosenzitivitou a poněkud lepší 

prognózou.  

U oligodendrogliálních nádorů je nejčastěji zjištěnou 

aberací vedle již dříve zmiňované mutace IDH1/2 delece 1p a 

19q 
(26)

. Ve většině případů se tyto delece vyskytují společně 

v rámci jednoho tumoru, mají zřejmě synergický účinek a 

postihují zpravidla celé rameno chromosomu. U 

oligodendrogliomů se vyskytuje kombinovaná LOH 1p/19q až v 

80%. U anaplastických oligodendrogliomů pak dosahuje cca 

60%. U oligoastrocytomů se LOH 1p/19q vyskytuje v 30-50%, 

u anaplastických oligoastrocytomů pak výskyt kombinované 

delece dosahuje 20-30%. Oproti tomu u difuzních astrocytomů 

se vyskytuje v méně než 10% 
(26, 37-39)

. U oligoastrocytomu 

v obou složkách nacházíme stejné aberace, což svědčí pro 

monoklonální původ nádoru 
(40)

. Schopnost diferenciace do 

astrocytárního či oligodendrogliálního fenotypu je zřejmě 

ovlivněna podmínkami vnitřního prostředí. 

 Vedle již zmíněných změn můžeme v oligodendrogliomech 

a oligoastrocytomech nalézt v menší míře i mutace TP53, deleci 

CDKN2A, LOH 4q, 4p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p a 18q. Na rozdíl 

od astrocytomů je nález LOH 17p a mutace TP53 sporadický a 

v kombinaci s LOH 1p vzácný, dosahuje cca 7% 
(26, 41, 42)

. U 

anaplastických oligodendrogliomů se ale ve zvýšené míře 

vyskytují abnormality obdobné jako u astrocytomů. Nacházíme 

deleci 9p, deleci CDKN2A/B a p14
ARF

 (9p21), deleci 10q, mutaci 

PTEN (10q23), amplifikaci či zvýšenou expresi EGFR (7p12), 

mutaci nebo deleci CDKN2C či RB1 
(42)

. 
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2. Hypotézy a cíle práce 

Téma práce vychází z předpokladu, že chromosomové 

změny, které nacházíme v mozkových gliomech, jsou 

nenáhodné. Je tedy pravděpodobné, že aberace, které jsou 

nalézány ve vyšším procentu, mohou být patogenetickým 

podkladem vzniku těchto nádorů. Cílem práce bylo určit 

aberace, které se v gliomech nachází, jako kandidáty pro další 

vyšetření. Dalším cílem bylo zvolení vhodné metodiky odběru a 

zpracování tkáňového vzorku a jeho příprava k FISH. Hlavním 

cílem bylo provedení fluorescenční in-situ hybridizace pomocí 

centromerických a lokus specifických sond na interfázních 

jádrech buněk mozkových gliomů k detekci určených 

chromosomových aberací, vyhodnocení a statistické zpracování 

výsledků I-FISH, korelace s klinickými a morfologickými 

vyšetřeními a formulace závěrů včetně publikační aktivity. 

 

3. Materiál a metodika 

Do prospektivní studie byli zařazeni pacienti 

s předpokládaným gliálním nádorem mozku, kteří podepsali 

informovaný souhlas s genetickým vyšetřením. Informovaný 

souhlas byl schválen Etickou komisí ÚVN. 

Během neurochirurgického výkonu byly odebírány tkáňové 

vzorky gliomu. Kontrolní vzorky byly získány při 

epileptochirurgickém výkonu. Čerstvě odebraný vzorek 

resuspendován v médiu (PBS, heparin), následně byl materiál 

zpracován pomocí standardní cytogenetické techniky 

(hypotonie, fixace vzorku). Vlastní FISH analýza byla 

provedena po provedení imunohistochemické analýzy. Pro FISH 

analýzu byly použity dvoubarevné lokus-specifické a/nebo 

centromerické sondy (Abbott-Molecular). K vyšetření byly 

vybrány sondy k detekci delece TP53, RB1 a CDKN2A, 

amplifikace EGFR, trisomie chromosomu 7 a monosomie 
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chromosomu 10.  U oligodendrogliálních nádorů byly vzorky 

rovněž analyzovány na přítomnost delece 1p36 a 19q13.3. 

Buňky byly obarveny pomocí DAPI (4,6-diamidino-2-

phenylindole). Preparáty byly odečítány pomocí fluorescenčního 

motorizovaného mikroskopu Axioplan II (Zeiss) s příslušnými 

optickými filtry. V analýze bylo vždy hodnoceno nejméně 200 

interfázních jader a byl hodnocen poměr fluorescenčního signálu 

příslušné specifické sondy a sondy kontrolní. Hranice pozitivity 

byla určena hodnotou 2 směrodatných odchylek (2SD), což 

zaručilo diagnostickou specificitu 97,5% pro amplifikace a 95% 

pro delece. Obraz byl zaznamenán a zpracován pomocí ISIS 

software (MetaSystems).  

Získaná data byla zpracována pomocí statistického 

programu XLSTAT 2012, verze 2012.3.01. Všechna data byla 

zpracována k datu 31.3.2012. Celkové přežití bylo stanoveno 

pomocí Kaplan-Meierovy analýzy. Rozdíly v křivkách funkce 

přežití byly testovány pomocí log-rank testu, Wilcoxonova a 

Tarone-Ware testu k určení statistické významnosti. Nezávislé 

prognostické faktory byly identifikovány pomocí vícenásobné 

regresní metody Coxova regresního modelu a logistické regresní 

analýzy. Za efektivní prediktor sledovaného jevu byla 

považována signifikance (p-value) menší než 0,05. 

 

4. Výsledky 

Od března 2004 do dubna 2010 bylo odebráno celkem 270 

vzorků u pacientů s mozkovým gliomem během 

neurochirurgického výkonu. Soubor pacientů byl tvořen 111 

ženami a 159 muži. Věkový průměr souboru při stanovení 

diagnózy byl 50 let, při vlastní operaci 51,4 roku. Nejčastějším 

iniciálním příznakem mozkového gliomu byl epileptický 

záchvat (114 pacientů), dále ložiskový neurologický deficit (65 

pacientů), relativně často byla prvním příznakem cefalea (40 

pacientů). Z celkového počtu 270 vzorků bylo možné provést 
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molekulárně-cytogenetickou analýzu pomocí fluoresceční in-

situ hybridizace u 264 vzorků (98% všech analyzovaných 

vzorků). Pouze v 6 případech nebylo možné FISH analýzu 

provést pro nedostatek materiálu. Z 264 vzorků koreloval 

klinický průběh s histologií a FISH ve 225 případech (85% 

všech vzorků), ve 39 případech shoda nenastala. Soubor byl pro 

další hodnocení rozdělen na jednotlivé skupiny diagnóz podle 

histopatologických kritérií. 

 

Pilocytický astrocytom WHO Grade I 

Ve skupině pacientů s pilocytickým astrocytomem, Gr. I, 

bylo 7 nemocných. Všichni pacienti přežívají, nebylo dosaženo 

mediánu přežití, současná doba sledování dosáhla průměrně 

76,9 měsíců (45,2 – 109,5 měsíců), medián sledování je 73,4 

měsíců. Pomocí FISH analýzy byla ve 3 případech nalezena 

polyploidie, v jednom případě byla nalezena monosomie 

chromosomu 10. U této pacientky byla pozorována rychlá 

grafická progrese reziduálního nádoru, při reoperaci byl odebrán 

nový vzorek, který byl hodnocen jako difuzní astrocytom.  

Závěr: Nález jiné aberace než polyploidie budí podezření na 

špatně stanovenou histologickou diagnózu, tyto pacienty je 

nutné sledovat a kontrolovat častěji. 

 

Difúzní astrocytom WHO Grade II 

Do skupiny pacientů s difuzním (35 nemocných) a 

gemistocytárním astrocytomem (3 pacienti), Gr. II, bylo 

zařazeno celkem 38 pacientů. Z tohoto počtu 23 nemocných již 

v průběhu sledování zemřelo, medián přežití dosáhl 67,8 

měsíců, medián přežití od operace pak 59,5 měsíců, průměrná 

doba přežití dosahuje 104,7 měsíců (74,9 – 134,4 měsíců). 

Difuzní astrocytomy byly zastoupeny v 37 vzorcích. 

Nejčastějším nálezem byla polyploidie (23 případů). Ve 13 

vzorcích nebyla nalezena žádná aberace. Ostatní nálezy byly 

vzácnější: 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 shodně pouze 1x. Tyto 

chromosomové aberace byly souhrnně označeny jako jiné 

aberace. Coxův regresní model se započtením věku, Karnofsky 

skóre před operací a radikality resekce prokázal přítomnost jiné 

aberace jako statisticky významný faktor ovlivňující celkové 

přežití, riziko úmrtí bylo 3,8x vyšší! 

Závěr: Nález jiné aberace významně zhoršuje prognózu 

pacientů, dochází k rychlejšímu upgradingu a progresi nádoru, 

riziko úmrtí stoupá 3,8x. Negativní FISH nález je pozitivní 

prognostický ukazatel. 

 

Anaplastický astrocytom WHO Grade III 

Skupinu pacientů s anaplastickým astrocytomem, Gr. III, 

tvořilo 28 nemocných, v současné době přežívají 4 pacienti 

(zdrojová data Tab. 26). Medián přežití v této skupině dosáhl 

29,3 měsíců, medián přežití od operace 12,9 měsíců, průměrná 

doba přežití je 57,1 měsíců (32,1 – 82,1 měsíců), medián 

sledování dosáhl 26 měsíců. V této skupině bylo analyzováno 27 

vzorků. Podobně jako u difuzních astrocytomů byla nejčastějším 

nálezem polyploidie, celkem v 15 vzorcích. V 10 případech byla 

nalezena delece CDKN2A, ve 4 případech delece RB1. Trisomie 

7 byla zjištěna v 5 případech, amplifikace EGFR pouze 1x. 

Monosomie 10 byla detekována 2x, monosomie 17 1x. Ve dvou 

případech nebyla aberace ve vzorku nalezena. Kaplan-Meierova 

analýza skupin bez nebo s jinou aberací prokázala významný 

rozdíl v přežití: ve skupině 1 (jiné aberace) dosáhl medián 

přežití 26,4 měsíců,  ve skupině 0 (bez jiných aberací) pak 

medián přežití byl 81,3 měsíců. Přestože rozdíl v  přežití je 

značný a trend patrný, křivky přežití se statisticky významně 

neliší.  

Závěr: Nález jiné aberace kromě delece CDKN2A svědčí pro 

horší prognózu pacientů s anaplastickým astrocytomem, tito 

pacienti dosahují kratší doby přežití. 
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Multiformní glioblastom WHO Grade IV 

Medián přežití u skupiny pacientů s glioblastomem, Gr. IV, 

dosáhl pouze 8,4 měsíců, medián přežití od operace pak 6,5 

měsíců, průměrná doba přežití je 14,3 měsíců (11,7 – 17 

měsíců), od výkonu pak 11,1 měsíců (8,9 – 13,3 měsíců). Z celé 

skupiny 145 pacientů v současné době přežívá pouze 5 pacientů. 

Medián celkového sledování dosáhl 8,2 měsíců. Skupina 

pacientů s glioblastomem tvořila více než polovinu souboru, 

celkem 145 pacientů. U pacientů s GBM byla nejčastěji 

nalezena monosomie chromosomu 10, celkem u 99 nemocných 

(68%). Polyploidie byla nalezena u 70 nemocných (47%). 

Kaplan-Meierova analýza pacientů s monosomií chromosomu 

10 prokázala signifikantní rozdíl v přežití, ve skupině bez 

přítomnosti této aberace dosáhl medián přežití 11 měsíců (7,5 – 

13,5 měsíců), jinak se snížil na 8,2 měsíců (6,2 – 10,4 měsíců). 

Srovnání křivek přežití bylo rovněž analyzováno v závislosti na 

přítomnosti polyploidie. Medián přežití u pacientů bez 

polyploidie byl pouze 7,5 měsíců, zatímco ve druhé skupině 

přesáhl 10,1 měsíců. U žádné další aberace nedosáhlo srovnání 

křivek přežití statistické významnosti. Pokud byl do hodnocení 

zavzat i věk při stanovení diagnózy a Karnofsky skóre před 

operací, pak nejvýznamnějšími ukazateli přežití byl věk a 

Karnofsky skóre, statisticky významným faktorem zůstala i 

polyploidie. Pomocí logistické regresní analýzy jsme vyjádřili i 

vztah mezi monosomií chromosomu 10 a věkem: Se stoupajícím 

věkem stoupá výskyt monosomie chromosomu 10 (poměr šancí 

1,04), tento výsledek byl statisticky signifikantní.. 

Závěr: Nejvýznamnějším FISH nálezem u glioblastomu je 

polyploidie, je významným pozitivním znakem pro prognózu 

pacienta. Nejčastějším nálezem je monosomie chromosomu 10, 

pozitivní nález svědčí pro horší prognózu těchto pacientů, její 

výskyt stoupá s věkem pacienta. 
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Oligodendrogliom WHO Grade II 

Do skupiny oligodendrogliomu, Gr. II bylo zařazeno celkem 18 

pacientů, 11 pacientů přežívá, průměrná doba přežití je 124,4 

měsíců (100,7 – 148,2 měsíců), medián přežití dosáhl 157 

měsíců. Medián celkového sledování byl 82 měsíců. Ve 13 

vzorcích byla nalezena kombinovaná delece 1p36 a 19q13.3, v 5 

vzorcích byl nález negativní. Polyploidie byla nalezena 7x, 

monosomie chromosomu 10 a trisomie chromosomu 7 v jednom 

případě. Amplifikace EGFR a monosomie 17 byly rovněž 

zjištěny vždy jednou. Coxův regresní model stanovil jako 

významný parametr přežití pouze Karnofsky skóre před operací. 

Závěr: U pacientů s oligodendrogliomem nález jiné aberace 

neovlivnil v našem souboru celkovou dobu přežití 

 

Anaplastický oligodendrogliom WHO Grade III 

V souboru bylo celkem 27 pacientů s anaplastickým 

oligodendrogliomem, Gr. III, do současné doby přežívá 11 

pacientů. Medián přežití dosáhl 80,6 měsíců, průměrná doba 

přežití byla 85,4 měsíců (64,9  – 105,8 měsíců). Medián 

sledování dosáhl 65 měsíců. Stejně jako u oligodendrogliomů 

byla nejčastějším FISH nálezem kombinovaná delece 1p36 a 

19q13.3 (62%). Polyploidie byla nalezena v 9 vzorcích (35%). 

Monosomie chromosomu 10 byla zjištěna jednou, trisomie 7 2x, 

amplifikace EGFR jednou. Delece CDKN2A byla zjištěna 3x. 

Srovnání přežití bylo stanoveno ve skupině s nálezem 

kombinované delece 1p36 a 19q13.3, medián přežití dosáhl 

138,7 měsíců a ve skupině s negativním nálezem této delece, 

medián přežití byl pouze 42,7 měsíců. Příznivý efekt 

kombinované delece 1p/19q se ztrácí při přítomnosti dalších 

chromosomových aberací, medián přežití dosáhl 60 měsíců, ve 

skupině bez delece 1p a 19q medián přežití klesl na 43 měsíců.. 

Statisticky významným parametrem celkového přežití je KPS, 

ale rovněž jiné aberace. Přítomnost jiné aberace zvyšuje v tomto 
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modelu riziko úmrtí 3,9x, vyšší Karnofsky skóre toto riziko 

snižuje.  

Závěr: Kombinovaná delece 1p/19q je pozitivním znakem 

prognózy pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem. 

Přitomnost jiné aberace významně ovlivňuje celkové přežití. 

Anaplastický oligoastrocytom WHO Grade III 

Skupinu pacientů s anaplastickým oligoastrocytomem, Gr. 

III, tvoří 7 nemocných, z nich přežívají 2 pacienti (zdrojová data 

Tab. 30). Medián přežití dosáhl 30,4 měsíců, průměrná doba 

přežití byla 50 měsíců (20 – 57,4 měsíců). Průměrný věk 

pacientů při stanovení diagnózy byl 40,4 let. Medián sledování 

dosáhl 30,4 měsíců. Průměrné Karnofsky skóre před operací 

bylo 89. Ve skupině oligoastrocytomů bylo 6 vzorků. Delece 1p 

byla nalezena jednou, kombinovaná delece 1p/19q také pouze 

jednou. Nejčastějším nálezem byla polyploidie, zjištěna 6x. I 

v této skupině byl pozitivní nález delece 1p/19q příznivým 

prognostickým parametrem, ve skupině s negativním nálezem 

dosáhl medián přežití pouze 30,4 měsíců, ve druhé skupině 63,4 

měsíců, vzhledem k počtu pacientů v  skupině není výsledek 

zatím statisticky signifikantní.  

Závěr: I ve skupině nemocných s anaplastickým 

oligoastrocytomem je patrný trend lepší prognózy u pacientů 

s průkazem kombinované delece 1p/19q 

 

5. Diskuse 

Gliomy jsou heterogenní skupina nádorů, které se značně 

liší svou prognózou. Nejčastěji se jedná o astrocytární nádory. 

Pilocytický astrocytom je typický nádor dětského věku  a 

mladších dospělých jedinců. Nedávno bylo zjištěno, že na 

patogenezi těchto nádorů se podílí uplikace, fúze nebo mutace 

genu BRAF (7q34). Představuje pravděpodobně hlavní 

mechanismus vzniku těchto nádorů a též cíl případné nové léčby 
(43- 46)

. V našem souboru bylo vyšetřováno celkem 7 pacientů, 
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hodnoceno bylo 6 vzorků. V našem vyšetřovacím panelu jsme 

nesledovali duplikaci či fúzi BRAF genu, proto v našich 

analýzách převažoval negativní nález nebo pouze průkaz 

polyploidie. Pouze v jednom z  vzorků byla nalezena 

monosomie chromosomu 10, následně bylo v dalším průběhu 

potvrzeno, že se nejedná o pilocytický astrocytom. Jakýkoli 

nález jiné chromosomové aberace budí vždy podezření na 

možnost chybného histologického závěru a tito pacienti by měli 

být sledováni ve stejném režimu jako pacienti s difuzním 

astrocytomem.  

V současnosti je předpokládaným prvním patogenetickým 

procesem vzniku nízkostupňového gliomu mutace genu 

isocitrátdehydrogenázy 1 nebo 2 – IDH1/2 
(47, 48)

 a tento jev 

nastává ještě před vznikem mutace TP53 
(26, 47)

. Prevalence této 

mutace je vysoká (80%) a zůstává neměnná i v průběhu 

progrese nádoru do anaplastického astrocytomu či sekundárního 

glioblastomu. Mutace je rovněž nacházena i 

v oligodendrogliálních nádorech. V současné době se 

předpokládá, že právě mutace IDH1/2 je jedním z prvních 

stupnů v tumorigenezi gliálních nádorů 
(26)

.  

U většiny pacientů s nízkostupňovým gliomem nacházíme 

rovněž mutaci genu TP53, pouze vzácně dochází k deleci 

příslušného genu 
(26)

, tento fakt můžeme potvrdit i z našeho 

souboru pacientů, delece nebyla prokázána ani v jednom 

difuzním astrocytomu. Mutace je považována za nepříznivý 

prognostický znak 
(55)

, pacienti mají kratší interval přežití. 

Nicméně prognóza závisí i na věku nemocných a KPS, 

především pacienti mladší 45 let mají lepší prognózu prakticky u 

všech typů gliálních nádorů 
(57, 58)

. Mutace TP53 genu je 

nalézána u astrocytárních nádorů všech stupňů malignity. Gen 

TP53 je mutován v cca 50% difúzních astrocytomů a 

anaplastických astrocytomů, ale pouze ve 30% glioblastomů 
(26)

. 

V některých nízkostupňových gliomech (dle histologické 

analýzy) byly ale nalezeny aberace, které odpovídají nádorům 
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vyššího grade a bylo prokázáno, že u těchto nádorů dochází 

k malignímu zvratu dříve. Jsou to především delece RB1 a 

CDKN2A, dále trisomie chromosomu 7 a monosomie 

chromosomu 10. V našem souboru byl patrný jednoznačný 

trend, který prokazuje nejlepší prognózu u pacientů s difuzním 

astrocytomem, pokud je FISH analýza negativní v panelu námi 

prováděných vyšetření. Tento fakt lze ale prokázat 

dlouhodobým sledováním, vždy je nutné počítat s možností 

špatného odběru. Naopak výrazně horší prognózu lze očekávat, 

pokud byla prokázána další chromosomová aberace (delece 

RB1, CDKN2A, trisomie 7, monosomie 10), medián přežití byl 

v této skupině pouze 37,5 měsíců. Již v naší původní práci jsme 

předpokládali, že tyto další aberace mohou vést k rychlejšímu 

upgradingu difuzního astrocytomu 
(59)

. Na základě delšího 

sledování a pomocí statistické analýzy jsme mohli tento 

předpoklad potvrdit. Riziko přítomnosti jiné aberace bylo 

potvrzeno i v Coxově regresním modelu, funkce hazardu 

dosáhla 3,8. Toto vysoké riziko úmrtí při přítomnosti jiné 

aberace je nutné považovat za vysoce statisticky významné a za 

zásadní ukazatel horší prognózy. Zásadním sdělením pro praxi 

je, že přítomnost jiné aberace vyžaduje protokol sledování 

pacienta, který odpovídá vysokostupňovým gliomům. 

U anaplastických astrocytomů nacházíme podobné aberace 

jako u difuzních astrocytomů, zvláště pak ve vyšším procentu 

deleci CDKN2A. Častým nálezem bývá též delece RB1 genu. I u 

těchto nádorů je příznivým znakem v našem panelu vyšetření 

pro prognózu negativní molekulárně-cytogenetický nález, 

případně polyploidie, nález jiné aberace prognózu opět zhoršuje 

(medián přežití 52 měsíců oproti 14 měsícům při nálezu jiných 

aberací). Překvapivé ovšem je, že na této horší prognóze se u 

našich pacientů nepodílí delece CDKN2A 
(62, 63)

. Ta sama o sobě 

zásadněji přežití neovlivňuje, naopak signifikantním nálezem 

jsou jiné aberace (delece RB1, monosomie 9, trisomie 7, 

amplifikace EGFR, monosomie 10,  monosomie 17) 
(64)

. Toto 
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jsme potvrdili i Kaplan-Meierovou analýzou obou skupin, ve 

skupině 1 (jiné aberace) dosáhl medián přežití pouze 26,4 

měsíců, ve skupině 0 (bez těchto aberací) byl pak medián přežití 

81,3 měsíců. Podobně jako u difuzního astrocytomu je 

považován za pozitivní prognostický faktor i průkaz mutace 

IDH1 R132H v nádoru, pacienti s pozitivním nálezem mají lepší 

prognózu oproti pacientům s negativním nálezem této mutace 
(65)

. Věk, Karnofsky skóre a radikalita resekce jsou ale v našem 

souboru nejvýznamnějšími faktory ovlivňujícími přežití. Oproti 

našemu původnímu závěru je ale role některých aberací ve 

smyslu horší prognózy pacientů s anaplastickým astrocytomem 

nesporná. 

Primární glioblastom má velmi krátké období klinických 

příznaků před stanovením diagnózy (1-3 měsíce), většinou se 

jedná o bolesti hlavy, epileptický záchvat, ložiskový 

neurologický deficit. Pacienti se sekundárními glioblastomy jsou 

většinou již delší dobu dispenzarizováni a léčeni pro astrocytom 

nižšího grade (nejčastěji fibrilární astrocytom). Onemocnění 

může být po několik let relativně stabilní či pouze pomalu 

progreduje, pacienti jsou sledováni pomocí MRI vyšetření 

mozku. V primárních glioblastomech bývají pravidelně 

detekovány homozygotní delece CDKN2A, CDKN2B a p14
ARF

 

v oblasti 9p21. Tento úsek chromosomu 9 bývá deletován v 50% 

glioblastomů a cca v 10% anaplastických astrocytomů
(13, 27,28)

. 

Ztrátou obou alel CDKN2A/B a p14
ARF

 tak dochází k přerušení 

cesty p53 i Rb1. V některých nádorech může být transkripce 

zastavena díky hypermethylaci promotorového úseku zbývající 

divoké alely 
(30, 66)

. V některých nádorech byla popsána současná 

delece CDKN2A a CDKN2C. Častým nálezem bývá amplifikace 

CDK4 (u 18% glioblastomů), často společně s MDM2 (ve 14% 

glioblastomů) na 12q14-q15. Vzestup CDK4 vede k překonání 

regulace pomocí inhibičních p15 a p16 (produkty CDKN2A a 

CDKN2B). Volný CDK4 a CDK6 se pak vážou na cykliny 

D1/D3. Zvýšená exprese MDM2 vede ke zvýšené degradaci 
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p53, přičemž opět překonává inhibiční účinek p14
ARF (13, 27)

. U 

70% primárních glioblastomů nacházíme monosomii 

chromosomu 10 či deleci 10q. U 25% vzorků je zjištěna mutace 

ve zbývajícím PTEN genu. Amplifikace genu EGFR (7p11-p12) 

je detekována v cca 45% glioblastomů 
(13-17)

 a v malé části 

anaplastických astrocytomů, u další části není přítomna 

amplifikace, ale nechybí zvýšená exprese 
(13)

. Četnost těchto 

aberací je v našem souboru obdobná. Pokud je gen 

amplifikován, je vždy zvýšeně exprimován (tato overexprese 

může být u glioblastomu ale přítomna i bez amplifikace). 

Přestavba samotného genu se vyskytuje zhruba v polovině 

případů amplifikace EGFR, a to pouze v amplifikovaných 

kopiích 
(17)

. Tyto přestavby EGFR (extra i intracelulární 

domény) se mohou vyskytovat i ve stejném nádoru. Ve všech 

astrocytárních nádorech byla nalezena vysoká exprese PDGF 

ligandů, naznačující přítomnost autokrinní/parakrinní stimulace. 

Přesto overexprese není spojena s amplifikací (výjimkou je 

amplifikace PDGFRA, u 13% glioblastomů) 
(15)

. Sekundární 

glioblastomy vznikají pomalu progresí difúzního či 

anaplastického astrocytomu. Postihují mladší jedince (stř. věk 

40 let) a typicky je přítomna mutace IDH1, méně často IDH2, 

dále delece a/nebo mutace s postižením obou alel TP53. U 

sekundárního glioblastomu nacházíme podobné chromosomové 

změny jako u astrocytomů Grade II a III, naopak pouze vzácně 

se objevují změny typické pro primární glioblastom, především 

amplifikace EGFR či MDM2. Glioblastomy nicméně mohou 

nést celou řadu aberací a bývá pravidlem, že bývá přítomno 

postižení více signálních cest najednou (p53, Rb1, RTK/Akt) 
(11-

13)
. V našem souboru jsme pozorovali především výskyt 

monosomie chromosomu 10 (68% případů). Pacienti s touto 

aberací mají v našem souboru horší prognózu přežití oproti těm, 

kde je nález negativní. Je zde i shoda mezi věkem pacienta a 

monosomií chromosomu 10. To může znamenat, že u starších 
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pacientů najdeme častěji monosomii 10 a tento nádor má 

pravděpodobně vyšší maligní potenciál.  

Častým nálezem bývá rovněž amplifikace EGFR a trisomie 

chromosomu 7 
(96)

, v našem souboru 43% (62/145) a 37% 

(53/145). Trisomie chromosomu 7 prognózu pacientů v našem 

souboru významně neovlivňuje (stejně tak delece CDKN2A – 

40/145). Zajímavým ukazatelem je nepřítomnost amplifikace 

EGFR, při negativním nálezu této aberace stoupá v našem 

souboru riziko smrti (funkce hazardu 1,44). Mohlo by to 

znamenat, že pacienti s amplifikací EGFR obecně lépe reagují 

na onkologickou léčbu. Jedná se ale o data na hranici statistické 

významnosti. Pokud jsme stanovovali míru rizika jednotlivých 

aberací a do hodnocení přibrali i věk a KPS, ukázalo se, že tyto 

parametry jsou pro celkové přežití nejvýznamnějšími faktory 
(70, 

71, 72)
, ale přetrvává i význam polyploidie (funkce hazardu při 

nepřítomnosti polyploidie dosahuje 1,47).  

Tumorigeneze oligodendrogliomů zůstává i nadále nejasná. 

Za nejvýznamnější nález a prognostický parametr je považována 

přítomnost delece 1p36 a 19q13.3. Tato delece je pozitivním 

ukazatelem pro prognózu přežití, především u anaplastických 

oligodendrogliomů a oligoastrocytomů 
(75-77)

. Srovnání funkce 

přežití v závislosti na přítomnosti delece 1p36 a 19q13.3 

vyznívá ve prospěch prodloužení celkového přežití při 

pozitivním nálezu této kombinované delece. V našem souboru 

nicméně svým významem převažují ,věk, KPS a radikalita 

resekce. Kaplan-Meierova analýza souboru pacientů 

s anaplastickým oligodendrogliomem a přítomností delece 1p36 

a 19q13.3 prokázala rozdíl v době přežití jednotlivých skupin, 

tento rozdíl byl ale na hranici statistické významnosti. V našem 

souboru dosahuje výskyt této kombinované delece 72% u 

oligodendrogliomů a 62% u anaplastických oligodendrogliomů 
(59)

. Pozorovali jsme určitou shodu mezi věkem a výskytem 

jiných aberací (oproti nálezu 1p/19q a polyploidie). Mohlo by to 

znamenat, že pacienti se stoupajícím věkem mají horší prognózu 



 21 

nejenom díky věku, ale rovněž díky častější přítomnosti těchto 

jiných aberací.. V našich předchozích sděleních jsme uvažovali 

především o vlivu delece CDKN2A na rychlejší progresi 

oligodendrogliomů, současná data svědčí pro všechny další 

aberace vedle delece 1p/19q (delece CDKN2A, amplifikace 

EGFR, monosomie 10, monosomie 9) a pro jejich vliv na 

celkové přežití 
(59, 75)

. 

Určitou slabinou naší metodiky odběru tkáně v průběhu 

operace je skutečnost, že následná FISH analýza není prováděna 

na stejném vzorku tkáně jako analýza imunohistochemická.  

Řešením, které snižuje riziko chybného odběru, ale zachovává 

výhodu použití čerstvého materiálu, je odebírání více vzorků 

z různých míst. Určitým kompromisem může být dodatečná 

analýza z parafinového řezu tam, kde primární FISH analýza je 

negativní nebo je významný rozpor mezi výsledkem 

očekávaným a výsledkem získaným. 

 

6. Závěry  

Fluorescenční in-situ hybridizace na interfázních jádrech (I-

FISH) gliálních nádorů mozku je metoda, kterou je možné 

použít pro diagnostiku chromosomových aberací v těchto 

nádorech. 
1. Ve všech skupinách je věk, Karnofsky skóre před 

operací a radikalita resekce významným parametrem 

další prognózy pacientů. 

2. Prokázali jsme, že systém odběru, transportu a 

vyšetření čerstvé tkáně jsou proveditelné, získaný 

materiál hodnotitelný a má významnou vypovídací 

hodnotu. 

3. I-FISH je vhodným doplňkem imunohistochemické 

analýzy a umožňuje stanovení predikce dalšího vývoje 

a prognózy pacienta. Upřesňuje tak diagnostiku daného 

onemocnění.  
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4. U pacientů s difúzním astrocytomem je přítomnost jiné 

aberace než polyploidie vysoce rizikovým ukazatelem 

horší prognózy. Tito pacienti jsou sledováni podle 

protokolu odpovídajícím nádorům vyššího grade. 

5. Nejvýznamnějším parametrem u glioblastomu je 

pozitivní nález polyploidie, potvrzuje lepší prognózu 

těchto pacientů. Nejčastějším nálezem u glioblastomu 

je monosomie chromosomu 10, jedná se o špatný 

prognostický znak, jeho vzestupný výskyt koreluje 

s věkem pacienta a svědčí pro kratší dobu přežití 

6. U anaplastických oligodendrogliomů a oligostrocytomů 

je delece 1p36 a 19q13.3 znakem lepší prognózy, 

přítomnost jiné aberace je negativním prognostickým 

znakem 

Předpokládáme, že v budoucnu molekulárně-cytogenetická 

analýza umožní individualizaci sledování a léčby pacientů 

s mozkovými gliomy. 
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