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Abstrakt:

Mozkoveé gliomy jsou primarni mozkové nadory. Nejcastéji se jedna o nadory astrocytarni
a oligodendroglialni rady. Jiz drive bylo prokazano, Ze v nadorovych buiikach mozkovych
gliomii se vyskytuji nekteré nendahodné chromosomoveé aberace. Cilem této prace bylo pomoci
fluorescencni in-situ hybridizace (FISH) na vzorcich mozkovych nadorii ziskanych pri operaci
stanovit frekvenci urcenych chromosomovych aberaci pomoci vybranych centromerickych a
lokus specifickych sond a ziskana data porovnat s klinickymi a morfologickymi udaji.
V priibéhu 6 let jsme ziskali celkem 270 vzorku, u 264 jsme provedli FISH pomoci panelu
nami zvolenych sond. Tyto ziskané vysledky jsme pak porovnali s histologickou analyzou
odebranych vzorkit a vybranymi klinickymi udaji (vék, Karnofsky skore, rozsah resekce,
celkové preziti). Cely soubor jsme rozdeélili na 7 skupin dle histologické diagnozy. V kazdé
skupiné jsme stanovili median a prumérnou dobu preziti, poté jsme u vybranych parametrii
sledovali jejich viiv na celkovou dobu preziti pomoci Kaplan-Meierovy analyzy. U nékterych
diagnoz jsme vytvorili Coxiiv regresni model se stanovenim rizika prislusného parametru. U
difuznich a anaplastickych astrocytomii a anaplastickych oligodendrogliomii stoupad riziko
rychlé progrese a upgradingu na nador vyssiho grade pri nalezu jinych aberaci (predevsim
amplifikace EGFR, delece RBI, monosomie chromosomu 10, trisomie chromosomu 7, delece
CDKNZ2A). Tito pacienti jsou sledovani v kratsSich casovych intervalech. U glioblastomu je
polyploidie pozitivnim prognostickym ukazatelem, monosomie chromosomu je 10 spojena se
Spatnym  klinickym priibéhem a extrémné kratkou i celkovou dobou preziti. Kombinovana
delece 1p/19q je prognosticky priznivvm 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 IlI 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 short overall survival.
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1. Uvod do problematiky

Mozkové gliomy jsou heterogenni skupinou primarnich mozkovych nadort. Tvofi asi
40% vsech mozkovych nadorii. Ro¢ni incidence u dospé€lych dosahuje cca 5,4 novych piipada
na 100000 obyvatel (rok 2009). Incidence astrocytdrnich tumorti dosahuje 4,8 piipadi na
100000 obyvatel/rok, incidence oligodendroglidlnich a ependymalnich nadori pouze 0,4 resp.
0,2. Nizkostupniové gliomy tvoii cca 20% ztohoto mnozstvi. Incidence gliomi u déti
dosahuje 2,5 novych ptipadi na 100000 obyvatel, incidence low-grade gliomu je 0,6 na
100000 obyvatel/rok. U nizkostupiiovych gliomt se incidence ani ve svétovém meétitku pfilis
nelisi. U vysokostupnovych gliomil se zda, Zze je nizsi v asijskych zemich nez v Evropé a
Severni Americe "%,

Wirchow v roce 1867 byl prvni, kdo predpokladal, ze gliomy vyriistaji z intersticialni
mozkové tkané. Golgi v roce 1875 rozdélil gliomy na ,,tvrdé* a ,,mékkeé* formy na zéklade
vyskytu odlisného hvézdicovitého tvaru neuroglidlnich buné€k. Prvni, kdo uzil termin
glioblastoma multiforme, byli Harvey Cushing a Percival Bailey, ktefi v roce 1926
publikovali jejich vyznamnou préci ,,A Classification of Tumours of the Glioma Group on a
Histogenetic Basis with a Correlated Study of Prognosis* @) Navrhovali opustit dosavadni
nejednotnou terminologii  (napf. spongioblastome unipolare nebo spongioblastoma
multipolare). Termin, ktery pouzili, 1épe vystihoval podstatu tohoto typu gliomu: 1. vyrasta
z nejprimitivnéjSich prekurzorti podpiirné mozkové tkané (glioblasty), 2. morfologie naddoru je
komplexni a vysoce variabilni (multiforme). Pfestoze soucCasné poznatky vyvratily jejich
domnénku o plivodu nddoru v glioblastech, jejich histologické popisy a charakteristiky se
ptili§ nezménily. Z toho je patrné, Ze urceni typu nadoru na zékladé histologického obrazu se
opird o prace az 90 let staré. Pfesto musime ocenit jejich pionyrskou praci, protoze ptinesli

urcity fad do do té doby velice nejednotné klasifikace a terminologie mozkovych nadord.
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Soucasna uroven znalosti se samoziejm¢ posunula dale, ale 1é¢ba mozkovych gliomti nadale
stagnuje.

Astrocytarni nadory jsou v soucasné dob¢ nejvice prostudovanou skupinou primarnich
nadortt mozku. Od roku 1985, kdy byla v glioblastomu (obr. 1 a 3) prokdzana amplifikace
EGFR genu ), znalosti molekularnich mechanismi vzniku a pribshu gliomi znaéné
pokrodily. Dnes vime, Ze astrocytomy a oligodendrogliomy se 1i§i svym vyvojem zahrnujicim
abnormality odliSnych gent. Jednotlivym signalnim cestdm a vyznamu jejich poruch u

6.7

mozkovych nadorit bylo vénovéano review ", nicméné¢ vzhledem k dulezitosti téchto cest

v patogenezi gliomt vénujeme kratce prostor jejich stru¢nému popisu.

pS3

Cesta p53 zahrnuje protein p53 a dalsi proteiny, které se podili na regulaci hladiny
p53. Jedna se o transkripéni faktor, ktery aktivuje velkou fadu genti rizného ucinku a funkce
vcetné gend pro apoptdzu (BAX) a inhibitort Rb1 cesty. Rovnéz transkripce MDM?2 genu je
ovliviiovana p53, Mdm2 (a s nim 1 Mdm4) protein m4 negativni U¢inky na hladinu p53,
ovliviiuje ubiquitylaci a degradaci p53 v proteazomu ® p53 rovnéz ovliviiuje Rbl cestu
pomoci U¢inku transkripéniho faktoru E2F na fosforylaci Rbl, kterd indukuje transkripci
pl14*% p14*%F inhibuje degradaci p53 pomoci MDM2 ©'%. Zvysena transkripce pl4*%"
zvySuje hladiny p53, coz vede ke zvySeni senzitivity cesty p53, a tim k indukci zéstavy
bunécného cyklu a k bunécné apoptoze. Pokud je bunka vyznamné posSkozena, mlze byt

nasmérovana s pomoci p53 do apoptézy 2

Rb1
Rb1 cesta je regulacni systém kontrolujici fosforylaci Rbl a nésledné uvolnéni E2F

transkripCnich faktor. Tato cesta plni hlavni ulohu v pfestupu z G; do S faze bunécného
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cyklu % ' Na podkladé mitogennich stimulti dochézi ke zvysené produkci cykling D
(D1-D3) a tyto se véazi na Cdk4 nebo Cdk6 (cyklin-dependentni kindzy), Komplex
CDK4(CDK6)/cyklin D fosforyluje Rbl protein s uvolnénim E2F, coz vede k aktivaci
transkripce genli potiebnych pro pro pokracovani bunééného cyklu (zvl. cyklinu E).
CDK4/cyklin D komplex je negativné regulovan pomoci pl6 (CDKN2A) a p15 (CDKN2B).
Jakakoli odchylka v mechanismu kontrolujicim fosforylaci Rbl proteinu ¢i mutace RBI genu
vede k neschopnosti rozstépit E2F a tim k nedostacujicim hladindm E2F transkripcnich
faktorti. Navic dochazi ke zvysené citlivosti cesty p53 zvysenou transkripci p/4*%" a zvysuje

se hladina p53 cestou inhibice MDM?2 aktivity ).

Riistové faktory, receptory ristovych faktoru, cesta PI3-kinaza/Akt

Treti cesta, kterd byva pti¢inou vzniku astrocytarnich nadori je PI3-kindza/Akt. Cesta
PI3-kinaza/Akt se podili na pienosu signalu cestou receptort rustovych faktorti. Ke zvysené
expresi EGFR ¢i PDGF a receptoru dochazi nej€astéji amplifikaci piislusného genu (15, 16, 17)
Po vazb& ligandu receptor dimerizuje a autofosforyluje intracelularni doménu, ktera pak
navazuje adaptorové proteiny zavzaté v Ras/Raf/MAP kindzové cesté, a rovnéz vaze a
aktivuje PI3-kinazu'> ' ' Zhruba v poloving ptipaddi amplifikace EGFR dochazi téz
k ptestavbeé amplifikovaného EGFR genu s expresi trvale aktivovaného proteinu, bez nutnosti
vazby piislusného ligandu @ 2", PI3-kinaza nasledné lokaln& fosforyluje fosfatidylinositol-
4,5-difosfat (PIP2) na fosfatidylinositol-3,4,5-trifostat (PIP3). Hladina PIP3 je kontrolovana
pomoci Pten (fosfatazy kodované PTEN genem na 10q23-q24), kterd defosforyluje PIP3 zpét
na PIP2 "® 22V piipadé absence proteinu Pten (delece ¢i mutace obou alel PTEN) dochazi
k akumulaci PIP3. Prodlouzeni polocasu PIP3 vede k aktivaci Akt kindzové kaskady bez

ohledu na nepfitomnost nadiazenych stimulac¢nich signalti. Mutace PTEN jsou detekovany ve

vice nez 45% glioblastomil a piedpokladé se jejich velky vliv na cestu Akt. Akt fosforyluje
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mnoho dalSich proteinti v€etné proteintl, které jsou soucasti apoptotické cesty, a tim se stavaji
) Civr et o 1. . (22,23)

mnohem rezistentnéj$i vici své aktivaci .

Aktivace receptorii rastovych faktorti autokrinni ¢i parakrinni cestou ¢i aktivacni

mutace ovliviiuji PI3-kindzovou cestu, pticemz PTEN je ziejmé dalsSim bodem, kde dochazi

k preruSeni této signalni cesty.

Astrocytarni nadory

Svym charakterem se z astrocytarnich nadori vymyka pilocyticky astrocytom (WHO
Grade I). Jednd se o benigni nador s dobrou progndézou po radikalnim odstranéni nadoru.
V poslednich letech byla opakované potvrzena role genu BRAF v tumorigenezi tohoto nadoru
@429 U difaznich astrocytomti (WHO grade II) (obr. 2 a 4) nachazime ptedevS§im mutaci
genu isocitrat dehydrogendzy 1 a 2 (IDHI a IDH2). Déle je u astrocytarnich nadort vSech
stupnii malignity nalézdna mutace genu 7P53. Gen TP53 je mutovan v 40-70% difiznich
astrocytomil a anaplastickych astrocytomi, ale pouze ve 30-40% glioblastomti %, U
glioblastomil je vedle poruchy cesty p53 pfitomna i porucha cest Rbl a PI3-kinaza/Akt.
K amplifikaci CDK4 dochéazi zhruba v 18% glioblastomii, amplifikaci MDM?2 nachazime asi
ve 14% piipada glioblastomu > *”). Koamplifikace/overexprese téchto dvou gend vede
k sou¢asnému pieruSeni obou cest, p5S3 i Rbl. Byla rovnéZz popséna amplifikace MDM4,
homologu MDM2 @®®, vyskytuje se v 7% glioblastomd.

CDKN24/B a p14** (koduji p16, p15 a p14**F) se nachazi na stejném lokusu (9p21).
Tento Usek chromosomu 9 byvé deletovan v 50% glioblastomtll a cca v 10% anaplastickych
astrocytomi "> *> 3”. Ned4vno byla popsina i moznost zapojeni pl8 do tumorigeneze

glioblastomu, v n&kterych nadorech byla popsana soudasna delece CDKN24 a CDKN2C >

31)

Mutace nebo homozygotni delece RBI genu (13ql4) je nejCastéji nalézéna u

glioblastomu (11%) (15, 32) Hypermethylaci RBI promotoru, ktera blokuje transkripci genu,
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nachdzime predev§im v sekundarnim glioblastomu, méné ¢asto u primarniho, celkem asi

v 25% glioblastomii @),

Amplifikace genu EGFR (7p11-p12) je detekovana v cca 45% glioblastom@ 2183439
a v Casti anaplastickych astrocytomil. Zvysena exprese miize byt u glioblastomu ale pfitomna
i bez amplifikace (cca 15%). Delece TP53 je velmi tUzce spjata se zvySenou expresi
PDGFR-a, coz mize znamenat, ze mutace 7P53 ma onkogenni efekt predevSim ve spojeni
se zvySenou expresi PDGFR-a. Z dalsich ristovych faktorii a receptorti se v onkogenezi
astrocytomtl zvySenou expresi uplatiuji: ERBB2 (17q21.1), mutace byva pfitomna v cca 8%
glioblastomti, dale MET (7q31), amplifikovan ve 4% glioblastomi. Pomérmné nedavno byl
zjistén 1 relativné Casty vyskyt homozygotni delece NFI genu (17ql11.2), az u 18%
glioblastom, a dale mutace PIK3CA (3q26.3) u 15% glioblastomi "),

Zmnozeni ¢asti ¢i celého chromosomu 7 je jednou z nej€astéjSich chromosomovych
odchylek astrocytarnich nadori. Byla pozorovana az u 60% glioblastomt, a to s ¢i bez
amplifikace EGFR (% Delece chromosomu 10 je zdaleka nejc€astéj$i abnormalitou u
glioblastomtl. Deleci nalézame u 70% glioblastomii, ve vétsing ptipadi se jednd o monosomii

celého chromosomu 10 Y. Mén& casto je pritomna i u anaplastickych astrocytomi a

difaznich astrocytom.

Oligodendroglialni nadory

Oligodendrogliomy vychéazi z oligodendrocytl. Vyskytuji se jednak ve formé
oligodendrogliomu WHO Gr. II (obr. 5) nebo ve formé jeho malignéjsi varianty —
anaplastického oligodendrogliomu WHO Gr. III. Od astrocytarnich nadorti se odlisuji
piedevsim svoji chemosenzitivitou a pon¢kud lepsi prognozou.

U oligodendroglidlnich nadort je nejCastéji zjiSténou aberaci vedle jiz dfive

zmifiované mutace IDH1/2 delece 1p a 19q %9. Ve vétsing pripada se tyto delece vyskytuji
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spole¢né¢ v ramci jednoho tumoru, maji ziejmé synergicky ucinek a postihuji zpravidla celé
rameno chromosomu. U oligodendrogliomli se vyskytuje kombinovand LOH 1p/19q az v
80%. U anaplastickych oligodendrogliomli pak dosahuje cca 60%. U oligoastrocytomu se
LOH 1p/19q vyskytuje v 30-50%, u anaplastickych oligoastrocytomii pak vyskyt
kombinované delece dosahuje 20-30%. Oproti tomu u difuznich astrocytomui se vyskytuje
v méné nez 10% %%3"2. U oligoastrocytomu v obou slozkach nachazime stejné aberace, coz
sv&d&i pro monoklonalni pivod nadoru “?. Schopnost diferenciace do astrocytarniho &
oligodendroglialniho fenotypu je zfejmée ovlivnéna podminkami vnitiniho prostredi.

Vedle jiz zminénych zmén muzeme v oligodendrogliomech a oligoastrocytomech
nalézt v mensi mife i mutace 7P53, deleci CDKN2A, LOH 4q, 4p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p a
18qg. Na rozdil od astrocytomt je nadlez LOH 17p a mutace 7P53 sporadicky a v kombinaci
s LOH 1p vzacny, dosahuje cca 7% @6.41.42) ¢y anaplastickych oligodendrogliomt se ale ve
zvySené mife vyskytuji abnormality obdobné jako u astrocytomti. Nachazime deleci 9p, deleci
CDKN2A/B a pl4*™ (9p21), deleci 10q, mutaci PTEN (10g23), amplifikaci &i zvysenou

expresi EGFR (7p12), mutaci nebo deleci CDKN2C &i RB1 2,
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2. Hypotéza a cile prace

Téma prace vychdzi zptredpokladu, ze chromosomové zmény, které nachazime
v mozkovych gliomech, jsou nendhodné. Je tedy pravdépodobné, Ze aberace, které¢ jsou
nalézany ve vyssim procentu, mohou byt patogenetickym podkladem vzniku téchto nadora.
Cilem prace bylo urcit aberace, které se v gliomech nachdzi, jako kandidaty pro dalsi
vySetfeni. Dal§im cilem bylo zvoleni vhodné metodiky odbéru a zpracovani tkanového vzorku
a jeho pfiprava k FISH. Hlavnim cilem bylo provedeni fluorescen¢ni in-situ hybridizace
pomoci centromerickych a lokus specifickych sond na interfaznich jadrech buné¢k mozkovych
gliom k detekci uréenych chromosomovych aberaci, vyhodnoceni a statistické zpracovani
vysledkt I-FISH, korelace s klinickymi a morfologickymi vysetfenimi a formulace zavért

vcetné publikacéni aktivity.

16



3. Material a metodika

Do prospektivni studie byli zafazeni pacienti s pfedpokladanym glidlnim nadorem
mozku, kteti podepsali informovany souhlas s genetickym vySetienim. Informovany souhlas
byl schvalen Etickou komisi UVN.

Béhem neurochirurgického vykonu byly odebirdny tkanové vzorky u pacientd
s mozkovym gliomem. Kontrolni vzorky byly odebirany od pacientl s epilepsii pfi
epileptochirurgickém vykonu. Cerstvé odebrany vzorek byl ihned zpracovan — byla provedena
resuspendace v médiu (PBS, heparin), nasledné pak byl material zpracovan pomoci standardni
cytogenetické techniky (hypotonie, fixace vzorku). Vlastni FISH analyza byla provedena
vzdy az nasledné po provedeni imunohistochemické analyzy, aby bylo ovéfeno, ze se jedna o
glidlni néador. Pro FISH analyzu byly pouzity dvoubarevné lokus-specifické a/nebo
centromerické Vysis sondy (Abbott—Molecular) dle doporuceni vyrobce (viz Tab.l.).
K vySetteni 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 ptitomnost delece 1p36 a 19q13.3.

Tab. 1. Pouzité sondy

Chromosomové aberace DNA sonda Znaceni | Vyrobce
delece TP53 LSI® p53 (17p13.1) / CEP® 17
delece CDKN2A LSI® p16 (9p21) / CEP® 9
delece RB1 LSI® RB1 (13g14) / LSI® 13qter
delece 1p36 LSI® 1p36 / LSI® 125 so/sg | Abbott
Molecular
delece 19913.3 LSI® 19913/ LSI® 19p13
amplifikace EGFR / LSI® EGFR / CEP® 7
trisomie 7
monosomie 10 CEP® 10 / control CEP® probe
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Buniky byly obarveny pomoci DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). Preparaty byly
odecitiny pomoci fluorescencniho motorizovaného mikroskopu Axioplan II (Zeiss)
s piislusnymi optickymi filtry. V analyze bylo vzdy hodnoceno nejméné 200 interfaznich
jader a byl hodnocen pomér fluorescencniho signalu pfislusné specifické sondy a sondy
kontrolni. Hranice pozitivity byla ur¢ena hodnotou 2 smérodatnych odchylek (2SD), coz
zarucCilo 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 ur€eni statistické vyznamnosti. Nezavislé
prognostické faktory byly identifikovany pomoci vicenasobné regresni metody Coxova
regresniho modelu a logistické regresni analyzy. Za efektivni prediktor sledovan¢ho jevu byla

povazovana signifikance (p-value) mensi nez 0,05.
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4. Vysledky

Od bifezna 2004 do dubna 2010 bylo odebrano celkem 270 vzorkli u pacientt
s mozkovym gliomem béhem neurochirurgického vykonu. Vlastni soubor pacientti byl tvoten
111 Zenami a 159 muzi. Vékovy primér souboru pfi stanoveni diagndzy byl 50 let, pfi vlastni
operaci 51,4 roku. Nej€astéj$im inicialnim pfiznakem mozkového gliomu byl epilepticky
zéachvat (114 pacientil), dale loziskovy neurologicky deficit (65 pacientl), relativné Casto byla
prvnim piiznakem cefalea (40 pacientd), organicky psychosyndrom (25 nemocnych), dale
syndrom nitrolebni hypertenze (10 pacientd) a porucha paméti (9 pacientl). Nespecifické
obtize vedly k vySetfeni u 6 nemocnych a v 1 pfipad¢ se jednalo o asymptomaticky nalez na
CT vySetfeni mozku, které bylo provedeno z jiného divodu. Z celkového poctu 270 vzorkt
bylo mozné provést molekularné-cytogenetickou analyzu pomoci fluorescecni in-situ
hybridizace u 264 vzorkt (98% vsech analyzovanych vzorkl). Pouze v 6 ptfipadech nebylo
mozné¢ FISH analyzu provést pro nedostatek materialu. Z 264 vzorkl koreloval klinicky

prab¢h s histologii a FISH ve 225 ptipadech (85% vSech vzorki), ve 39 ptipadech shoda

nenastala.

Iniciélni ptiznak Pocet pacientil
Epilepticky zachvat 114
Loziskovy nélez 65
Cefalea 40
Organicky psychosyndrom 25
Syndrom nitroleb. hypertenze 10
Porucha paméti 9

Jiné 6
Asymptomaticky 1

Tab. 2. Inicidlni pfiznak onemocnéni
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Soubor byl pro dals§i hodnoceni rozdélen na jednotlivé skupiny diagnéz podle

histopatologickych kritérii.

Typ nadoru WHO grade | Pocet pacienti FISH vys.
Pilocyticky astrocytom I 7 6
Difuzni astrocytom 11 38 37
Anaplasticky astrocytom 11 28 27
Glioblastom v 145 144
Oligodendrogliom 11 18 18
Anaplasticky oligodendrogliom 11 27 26
Anaplasticky oligoastrocytom 11 7 6

Tab. 3. Jednotlivé typy nadort v souboru dle histologickych diagnéz, poctu pacientti a
provedenych I-FISH

Pilocyticky astrocytom WHO Grade I

Ve skupin¢ pacientt s pilocytickym astrocytomem, Gr. I, bylo 7 nemocnych (zdrojova
data v ptiloze Tab. 24). Jedna se o mladé pacienty (prumérny veék pfi stanoveni diagnozy byl
24,7 let). VSichni pacienti pfezivaji (1 pacient sledovan s progresi, 1 pacientka pro progresi
podstoupila 2. resekci), nebylo dosazeno medianu pieziti, sou¢asnd doba sledovani dosédhla
pramérne 76,9 mésict (45,2 — 109,5 mésicti), median sledovani je 73,4 mésicl, prumérna
doba sledovani od operace je 66,8 mésicii, medidn sledovani od operace je 44,5 mésicu.
Primérné Karnofsky skore pied operaci dosahlo 93.

Pomoci FISH analyzy byla ve 3 piipadech nalezena polyploidie, v jednom ptipade
soucasné s polyploidii byla nalezena monosomie chromosomu 10. U této pacientky byla
pozorovana rychla grafickd progrese rezidudlniho nadoru, byla zpochybnéna plvodni
histologie a uvazovano o gliomu vyssiho grade. Pfi reoperaci byl odebran novy vzorek, ktery
byl hodnocen jako difuzni astrocytom. Pacientka nakonec podstoupila radioterapii. FISH
analyza korelovala s klinickym obrazem, histologickym vySetfenim a pribé¢hem onemocnéni
v 5 ptipadech. V jednom piipadé FISH vysledek oproti histologickému vysetieni avizoval

horsi prognoézu, kterd byla posléze pii dal§im sledovani potvrzena.
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Zavér: Nalez jiné aberace nez polyploidie budi podezieni na Spatn€ stanovenou

histologickou diagnézu, tyto pacienty je nutné sledovat a kontrolovat castéji

Difuzni astrocytom WHO Grade 11

Do skupiny pacientti s difuznim (35 nemocnych) a gemistocytarnim astrocytomem (3
pacienti), Gr. I, bylo zafazeno celkem 38 pacientl (zdrojova data Tab. 25). Z tohoto poctu 23
nemocnych jiz v pribéhu sledovani zemfielo, median pfeziti dosahl 67,8 mésicl, medidn
preziti od operace pak 59,5 mésicli, praimérnd doba pieziti dosahuje 104,7 mésict (74,9 —
134,4 mésicu v intervalu +/- 95%), praimérna doba preziti od operace 52 mésicu (40,1 — 63,8

meésict). [ v tomto piipadé se jedna o mladsi pacienty (primérny veék pfi stanoveni diagnézy

doséahl 37,4 let).
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Graf 1. Kiivka funkce pfeziti u pacienti s difuznim astrocytomem Grade I,

cenzorovana udalost
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Primérmé Karnofsky skore (KPS) ptfed operaci bylo 91. Soubor byl hodnocen i
z hlediska radikality resekce, bylo prokazéano, ze median pfeziti pacientl s biopsii dosahuje
pouze 6,3 mésicti. Oproti tomu pacienti, ktefi podstoupili parcialni resekci, dosahli medianu
preziti 67,8 mésicl, pacienti po radikalni resekci (mysleno ve smyslu MRI radikalni resekce)

dosahli medianu 65,9 mésicu.
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Graf 2. Srovnani kiivek funkce pteziti u pacientd s difuznim astrocytomem v zavislosti na

radikalité resekce (RR — radikdlni resekce, PR — parciélni resekce, B — biopsie)

Observed Critical
Test value value p-value Alpha
Log-rank 5,173 5,991 0,075 0,050
Wilcoxon 7,200 5,991 0,027 0,050
Tarone-Ware 6,131 5,991 0,047 0,050

Tab. 4. Porovnani funkci pteziti (DF = 2)

Difuzni astrocytomy byly zastoupeny v 37 vzorcich. NejcastéjSim ndlezem byla
polyploidie, byla nalezena ve 23 ptipadech. Ve 13 vzorcich nebyla nalezena zadna aberace.
Ostatni nalezy byly vzacnéj$i: monosomie chromosomu 10 byla detekovana 4x, amplifikace
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EGFR 2x, trisomie chromosomu 7 1x, delece RBI 3x (obr. 6), delece CDKN24 2x (obr. 7).
Monosomie chromosomu 13 a 17 shodné pouze 1x. Tyto chromosomové aberace byly
souhrnné oznaceny jako jiné aberace. Pti provedeni Kaplan-Meierovy analyzy s rozdélenim
skupiny na vzorky s polyploidii (0), vzorky s jinou aberaci (1) a vzorky s negativnim nalezem
(2) vyplynulo, Ze ve skupin€ 0 bylo dosazeno medianu pteziti 67,8 mésice (14 pacientd), ve
skupiné 1 (vzorky s jinou aberaci) dosdhl median pteziti pouze 37,5 mésice (12 pacientlt), ve
skupin¢ 2 dosahl medidn preziti 90,5 mésice (11 pacientll), tyto rozdily jsou statisticky

signifikantni.

Funkce preziti
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Graf 3. Srovnani kiivek funkce pteziti u pacientd s difuznim astrocytomem Grade I1 (0 —
pouze polyploidie, 1 — pfitomna jind aberace, 2 — bez nalezu aberace) vcetné statistického
porovnani jednotlivych kiivek preZziti, © cenzorovana udalost

Observed Critical
Test value value p-value alpha
Log-rank 7,414 5,991 0,025 0,050
Wilcoxon 10,866 5,991 0,004 0,050
Tarone-Ware 9,743 5,991 0,008 0,050

Tab. 5. Porovnani funkci pteziti (DF = 2)
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Analyza dat prokazala, ze jako statisticky vyznamny rizikovy faktor se jevi pfitomnost
jiné aberace (negativni nalez nebo polyploidie nejsou statisticky vyznamné faktory). Pti
vytvofeni Coxova regresniho modelu se zapoctenim véku a Karnofsky skore pted operaci
tento rizikovy faktor pretrvava, funkce hazardu dosahuje 3,95. Dalsi rizikové faktory jsou vek

(funkce hazardu 1,05) a Karnofsky skore pied vykonem (0,95).

Regresni koeficienty:

Hazard ratio | Hazard ratio
Standard | Wald Chi- [ Pr> | Hazard | Lower bound | Upper bound
Variable | Value| error Square Chi2 | ratio (95%) (95%)
vék pii dg. | 0,045 | 0,020 5,114 0,024 | 1,046 1,006 1,087
KPS -0,056| 0,023 5,985 0,014 [ 0,946 0,905 0,989
poly/jina-1 | 1,375 [ 0,533 6,657 0,010 [ 3,954 1,392 11,236
poly/jina-2 |-0,409( 0,643 0,403 0,525 0,665 0,188 2,345

Tab. 6. Coxiiv model preziti u difuzniho astrocytomu Grade II v zavislosti na KPS, véku a
pfitomné aberaci (Poly/jina-1 — pfitomna jind aberace, Poly/jind-2 — bez nalezu aberace)

Pokud jsme do tohoto modelu zatadili i radikalitu resekce, pak jedinym statisticky
vyznamnym faktorem ovlivilujicim celkové preziti zistala pfitomnost jiné aberace! Pokud

byla jind aberace ve vzorku nalezena, riziko umrti bylo 3,8x vyssi.

Regresni koeficienty:

Hazard ratio Hazard ratio
Standard | Wald Chi- | Pr> |[Hazard | Lower bound | Upper bound
Variable | Value | error Square | Chi2 [ ratio (95%) (95%)
veék ptidg. | 0,032 [ 0,021 2,247 10,134 1,033 0,990 1,077
KPS -0,045| 0,024 3,529 [0,060] 0,956 0,912 1,002
poly/jina-1 | 1,334 | 0,589 5,131 0,024 | 3,796 1,197 12,038
poly/jina-2 |-0,882| 0,765 1,329 10,249| 0,414 0,093 1,854
resekce-RR |-0,395( 0,728 0,293 10,588 0,674 0,162 2,810
resekce-B | 1,438 | 0,814 3,123  [0,077] 4,212 0,855 20,750

Tab. 7. Coxiiv model pteziti u difuzniho astrocytomu Grade II v zavislosti na KPS, véku,
pritomné aberaci a radikalité resekce (Poly/jina-1 — pfitomna jina aberace, Poly/jina-2 — bez
nalezu aberace, resekce-RR — radikalni resekce, resekce-B - biopsie)
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Korelace FISH analyzy, klinického pribéhu a histologického vysetfeni byla dosazena
v 31 pfipadé, ve Ctyiech ptipadech analyza neprokdzala piitomnost chromosomové aberace,
s ¢imz kontrastoval klinicky pribéh s krat§im celkovym ptezitim pacient. Ve dvou ptipadech
byl naopak FISH ndlez spojen s horsi prognézou pacienta (nédlez jiné aberace v kontrastu
s delsi dobou pfeziti).

Zavér: Nalez jiné aberace vyznamné zhorSuje prognézu pacientl, dochazi
k rychlejsimu upgradingu a progresi nadoru, riziko umrti stoupa 3,8x. Negativni FISH nalez

je pozitivni prognosticky ukazatel.

Anaplasticky astrocytom WHO Grade 111

Skupinu pacientii s anaplastickym astrocytomem, Gr. III, tvofilo 28 nemocnych,
v soucasné dob¢ piezivaji 4 pacienti (zdrojova data Tab. 26). Median pieziti v této skupiné
doséahl 29,3 meésicli, median preziti od operace 12,9 mésict, praimernd doba pieziti je 57,1
meésict (32,1 — 82,1 mésici), primérna doba pieziti od operace 22 mésica (14,6 — 29,3
meésicll), medidn sledovani dosahl 26 mésicti, median sledovani od operace 12,6 mésicu..
Primérny veék pacientli v této skupiné k datu stanoveni diagnézy byl 46,9 let. Primérné

Karnofsky skére pacientl pied operaci bylo 85.

25



Funkce preziti

celk. OS (MM)

Graf 4. Kiivka funkce pfeziti u pacientl s anaplastickym astrocytomem Grade III,
o cenzorovana udalost

Korelace radikality resekce a celkového pieziti prokéazala nejdelsi pfeziti u pacientl po
radikalni resekci, median pteziti byl 106 mésicii, u biopsii dosahl pouze 6 mésicl. Ve skupiné
pacientl s parcidlni resekci byl median pfeziti 39 mésicl, vysledek je castecné limitovan

velikosti souboru, ale statisticky vyznamny.
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Graf 5. Kaplan-Meierova analyza pteziti v zavislosti na radikalité resekce (RR — radikalni

resekce, PR- parcidlni resekce, B — biopsie), © cenzorovana udalost

Observed | Critical
Test value value p-value Alpha
Log-rank 14,981 5,991 0,001 0,050
Wilcoxon 13,163 5,991 0,001 0,050
Tarone-Ware 14,098 5,991 0,001 0,050

Tab. 8. Porovnani funkci pteziti (DF = 2)

V této skupin€ bylo analyzovano 27 vzorkl. Podobné jako u difuznich astrocytomii
byla nejcastéjsim nalezem polyploidie, celkem v 15 vzorcich. V 10 ptipadech byla nalezena
delece CDKN2A, ve 4 ptipadech delece RBI ( z toho pouze v jednom piipade byly ob¢ delece
nalezeny soucasn¢). Monosomie chromosomu 9 byla zjisténa v jednom piipadé, spolecné
s (bialelickou) deleci CDKN2A. Trisomie chromosomu 7 byla zjiStétna v 5 pfipadech,
amplifikace EGFR pouze 1x. Monosomie chromosomu 10 byla detekovana 2x. Monosomie
chromosomu 17 byla nalezena 1x. Ve dvou piipadech nebyla Zadné aberace ve vzorku

nalezena.
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Coxtv regresni model pracoval se tfemi skupinami parametri, byla hodnocena
pritomnost polyploidie, dale delece CDKN2A a nakonec pritomnost jinych aberaci (viz vyse).
Pfitomnost jiné¢ aberace nez delece CDKN2A4 nebo polyploidie v naSem souboru pacientl

s anaplastickym astrocytomem zvysuje riziko imrti 2x, ale pod hranici vyznamnosti.

Regresni koeficienty:

Hazard ratio Hazard ratio

Standard | Wald Chi- [ Pr> [ Hazard | Lower bound Upper bound
Variable Value error Square Chi2 | ratio (95%) (95%)
poly-0 -0,270 [ 0,493 0,299 0,584 | 0,764 0,290 2,008
delece(p16)-1 [ 0,233 0,489 0,227 0,634 | 1,262 0,484 3,289
jiné-1 0,752 | 0,485 2,407 0,121 | 2,122 0,820 5,491

Tab. 9. Coxiiv model pfeziti u anaplastického astrocytomu Grade III v zavislosti na pfitomné
aberaci (pouze polyploidie, delece CDKN24, jiné aberace, 1 — aberace nalezena, 0 — aberace
nezjisténa)

Kaplan-Meierova analyza obou skupin (bez nebo s jinou aberaci) prokazala vyznamny
rozdil: ve skupiné€ 1 (jiné aberace) dosahl median pieZiti pouze 26,4 mésicli, primérna doba
preziti 26,2 meésicl, ve skupiné 0 (bez jinych aberaci) pak medidn pteziti byl 81,3 mésica,
primérnd doba pfeziti byla 74,80 mésict. Prestoze rozdil v pfeziti je znacny a trend patrny,

kiivky preziti se statisticky vyznamné nelisi.
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Graf 6. Srovnani kiivek funkce pieziti u pacientl s anaplastickym astrocytomem Grade III ( 0

— jiné aberace ne, 1 — jiné aberace ano); o cenzorovana udalost

Observed | Critical
Test value value p-value alpha
Log-rank 2,660 3,841 0,103 0,050
Wilcoxon 1,573 3,841 0,210 0,050
Tarone-Ware 2,081 3,841 0,149 0,050

Tab. 10. Porovnani funkci pteziti (DF = 1)

Pokud do Coxova modelu zahrneme 1 vek pfi stanoveni diagndzy a Karnofsky skore

pfed operaci, pak jsou pfitomné aberace rovnéZz pod hranici vyznamnosti a neovliviiuji

celkovou dobu pteziti. I v tomo modelu je ale pfitomnost jinych aberaci (kromé polyploidie a

delece CDKN2A) nejvyznamngjsim ukazetelem po véku pacientka a KPS.
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Regresni koeficienty:

. Standard | Wald Chi- | Pr> | Hazard Hazard ratio | Hazard ratio
Variable Value error Square chiz | ratio Lower bound | Upper bound
(95%) (95%)
KPS -0,152 | 0,048 10,163 0,001 [ 0,859 0,782 0,943
vék pridg. | 0,077 0,024 10,562 | 0,001 | 1,080 1,031 1,132
poly-0 -0,370 [ 0,635 0,340 0,560 | 0,691 0,199 2,399
delece(p16)-1 | -0,096 | 0,622 0,024 0,878 | 0,909 0,269 3,076
jiné-1 0,626 0,513 1,486 0,223 | 1,870 0,684 5,115

Tab. 11. Coxtiv regresni model pteziti u anaplastického astrocytomu v zévislosti na veéku,
KPS a ptitomnych aberacich (1 — aberace nalezena, 0 — aberace nezjiSténa)

Korelace histologické diagnézy, klinického obrazu a molekularné-cytogenetické
analyzy bylo dosazeno v 21 pfipad¢€, u 6 pacientl nekoreloval klinicky prabéh s vysledkem
FISH, pacienti ptezivali vyrazné kratsi dobu (OS 1,5 — 6,1 mésict)), Z téchto 6 ptipadi ve
dvou pfipadech FISH ndlez odpovidal spiSe glioblastomu a tedy predikoval horsi prognézu
pacientit (amplifikace EGFR, trisomie 7, monosomie 10). Ve zbylych 4 ptipadech byl
vysledek FISH neinformativni (ve 2 ptipadech byl vysledek FISH analyzy negativni, u dvou
pacientll byla nalezena pouze polyploidie).

Zavér: Nalez jiné aberace krom¢ delece CDKN2A svédc¢i pro horsi prognozu pacientii

s anaplastickym astrocytomem, tito pacienti dosahuji kratsi doby pfeziti.

Multiformni glioblastom WHO Grade IV

Median pteziti u skupiny pacientd s glioblastomem, Gr. IV, dosahl pouze 8,4 mésic,
median pieziti od operace pak 6,5 mésicii, primérnd doba preziti je 14,3 mésict (11,7 — 17
meésict), od vykonu pak 11,1 meésica (8,9 — 13,3 mésicli). Z celé skupiny 145 pacienth
v soucasné dob¢ preziva pouze 5 pacientil, Ctyii jsou mladsi 40 let, 1 pacient doséhl 50 let
veéku (zdrojova data Tab. 27). Nejkratsi OS od operace v této skupiné doposud prezivajicich

pacientl dosahl 31,2 mésict, nejdelsi pak 59,2 mésicti (tato pacientka se sekundarnim
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glioblastomem pieziva jiz 120,5 mésice od stanoveni diagn6zy mozkového gliomu). Median
celkového sledovani dosahl 8,2 mésici, median sledovani od operace byl 6,5 mésici.
Primérny vék nemocnych ve skupiné pacientti s glioblastomem k datu stanoveni diagnézy byl

58,7 let. Primérné Karnofsky skore pred vykonem bylo 83.

Funkce preziti
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Graf 7. Ktivka funkce pieziti skupiny pacientl s glioblastomem, o cenzorovana udalost

Nejprve byla provedena analyza celkového pieziti v zavislosti na typu vykonu,
nejkrat$i medidn pieziti byl zaznamenan u biopsii — 4 mésice, ve skupiné parcidlnich resekci
dosahl median pteziti 8,4 mésicti. NejlepSich vysledkii bylo dosazeno ve skupiné radikalnich
resekci, zde median preziti dosahl 15,8 mésici. Tento vysledek je statisticky vysoce

signifikantni.
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Graf 8. Srovnani kiivek funkce pfeziti u pacientd s glioblastomem (PR — parcialni resekce,
RR - radikalni resekce, B — biopsie), © cenzorovana udalost

Observed Critical
Test value value p-value | alpha
Log-rank 46,837 5,991 <0,0001 [ 0,050
Wilcoxon 40,408 5,991 <0,0001 [ 0,050
Tarone-Ware 43,949 5,991 <0,0001| 0,050

Tab. 12. Porovnani funkci preziti (DF = 2)

Skupina pacientll s glioblastomem tvofila vice neZ polovinu souboru, celkem 145
pacientll. U pacientli s GBM byla nejcastéji nalezena monosomie chromosomu 10, celkem u
99 nemocnych (68%) (obr. 8). DalSim castym nalezem je amplifikace EGFR (obr. 9),
nalezena byla v naSem souboru pacientl s GBM u 62 z nich (43% pfipadi glioblastomu).
V 53 ptipadech byla zjisténa trisomie chromosomu 7 (37%). Pouze v 10 ptfipadech byla
nalezena jak amplifikace EGFR tak trisomie 7 (6,8% vzorki GBM). Polyploidie byla
nalezena u 70 nemocnych s glioblastomem (47%). Delece CDKN2A4 byla detekovana ve 40
ptipadech (28%), z toho ve 33 ptipadech se jednalo o bialelickou deleci (v 80% téchto deleci).

U 25 nemocnych byla nalezena jak amplifikace EGFR tak delece CDKN2A. Ostatni nalezy
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byly zjistény pouze v malém procentu: delece RB/ v 7 ptipadech, monosomie chromosomu 9
ve 4 pripadech (2x soucasné s deleci CDKN2A4), monosomie chromosomu 17 v 6 ptipadech,
monosomie chromosomu 13 9x, delece 7P53 4x. Bylo provedeno n¢kolik Kaplan-
Meierovych analyz se zaméfenim na ptfitomnost nejcastéjSich aberaci u glioblastomu. Nejprve
byl vytvofen Coxuv regresni model pireziti v zavislosti na nejéastéjSich chromosomovych
aberacich nalézanych v glioblastomu (amplifikace EGFR, monosomie chromosomu 10,
trisomie chromosomu 7 a polyploidie). Jako nejvyznamnéjsi aberace se v nasem souboru
pacientii s glioblastomem jevila monosomie chromosomu 10, pii jeji nepfitomnosti klesa
riziko imrti (funkce hazardu 0,58), nepfitomnost polyploidie naopak progndézu mirn¢ zhorsuje

(funkce hazardu 1,51).

Regresni koeficienty:

Wald Hazard ratio | Hazard ratio

Standard Chi- Pr> [Hazard [ Lower bound | Upper bound
Variable Value error Square [ Chi2 | ratio (95%) (95%)
polyploidie-ne 0,409 0,190 4,636 [ 0,031 | 1,505 1,037 2,183
monosomie 10-ne | -0,548 0,215 6,498 0,011 | 0,578 0,380 0,881
amp. EGFR-ne 0,363 0,202 3,215 10,073 | 1,437 0,967 2,137
trisomie 7-ano -0,295 0,199 2,194 10,139 | 0,744 0,504 1,100

Tab. 13. Coxliv regresni model pieziti v zavislosti na pfitomnosti trisomie 7, monosomie 10,
amplifikace EGFR a polyploidie

Kaplan-Meierova analyza pacientli bez a s monosomii chromosomu 10 prokazala
signifikantni rozdil v pfeziti, ve skupin¢ bez pfitomnosti této aberace dosahl medidn pteziti 11
meésict (7,5 — 13,5 mésicti), pokud byla monosomie ve vzorku nalezena, medidn pteziti se

snizil na 8,2 mésict (6,2 — 10,4 mésict).
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Graf. 9. Srovnani kiivek funkce pfeziti u pacientd s glioblastomem v zavislosti na pfitomnosti

monosomie chromosomu 10, o cenzorovana udalost

Observed | Critical
Test value value p-value Alpha
Log-rank 6,442 3,841 0,011 0,050
Wilcoxon 1,630 3,841 0,202 0,050
Tarone-Ware 3,082 3,841 0,079 0,050

Tab. 14. Porovnani funkci pteziti (DF = 1)

Srovnani kiivek odhadu pteziti bylo rovnéz analyzovano v zavislosti na pfitomnosti
polyploidie. Median pieZziti u pacienti bez polyploidie byl pouze 7,5 mésicl, zatimco ve

skuping s pfitomnosti polyploidie ptesahl 10,1 mésici.
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Graf 10. Srovnani kiivek funkce pieziti u pacientl s glioblastomem v zavislosti na

ptitomnosti polyploidie, © cenzorovand udalost

Observed | Critical
Test value value p-value | Alpha
Log-rank 5,597 3,841 0,018 0,050
Wilcoxon 1,530 3,841 0,216 0,050
Tarone-Ware 2,804 3,841 0,094 0,050

Tab. 15. Porovnani funkci pteziti (DF = 1)

Déle byla celd skupina analyzovana dle nalezu amplifikace EGFR, trisomie
chromosomu 7, delece CDKN2A nebo jiné aberace. V Zadné z téchto skupin srovnani kiivek
pieziti nedosahlo statistické vyznamnosti. Pokud byl do hodnoceni zavzat i vék pfi stanoveni
diagnozy a Karnofsky skore pred operaci, pak nejvyznamnéjSimi ukazateli preziti byl vek a
Karnofsky skore, ale statisticky vyznamnym faktorem zlstala polyploidie. Pokud nebyla ve
vzorku nalezena, funkce hazardu dosahla hodnoty 1,48 1 pies vliv ostatnich faktorti, ostatni

parametry (monosomie 10, trisomie 7, amplifikace EGFR) jiz statisticky vyznamné nebyly.
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Regresni koeficienty:

Wald Hazard ratio | Hazard ratio

Standard | Chi- Pr> Hazard | Lower bound | Upper bound
Variable Value | error Square Chi2 ratio (95%) (95%)
vek pri dg. 0,058 | 0,010 | 37,042 | <0,0001 | 1,060 1,040 1,080
KPS pi‘ed -0,027| 0,008 11,682 0,001 0,973 0,958 0,989
polyploidie-ne | 0,389 | 0,184 4,443 0,035 1,475 1,028 2,117
monosomie 10-ne |-0,239| 0,209 1,307 0,253 0,787 0,522 1,186
amp EGFR-ne | 0,264 | 0,200 1,742 0,187 1,302 0,880 1,928
trisomie 7-ano  [-0,120| 0,204 0,349 0,555 0,887 0,595 1,322

Tab. 16. Coxtv regresni model celkové preziti v zavislosti na véku, Karnofsky skore a
nalezenych aberacich

Pomoci logistické regresni analyzy jsme vyjadiili vztah mezi monosomii chromosomu
10 a vékem: na zékladé dat naSeho souboru byla stanovena zavislost vyskytu monosomie
chromosomu 10 na véku (pomér Sanci 1,04), tento vysledek byl statisticky signifikantni. Se

stoupajicim vé€kem stoupa vyskyt monosomie chromosomu 10.

monosomie 10 — pomér Sanci (GBM data)
Distribution : BINOMIAL, Link function: LOGIT
Modeled probability that monosomie 10 = 1

Effect Odds Ratio Lower CL 95% Upper CL 95% P

Intercept 0.168818 0.026734 1.066022 0.058495
Vék 1.045035 1.012423 1.078697 0.006465
Scale 1.000000

Tab. 17. Logisticka regresni analyza zavislosti monosomie chromosomu 10 na véku

V 19 ptipadech byl nélez zcela negativni (10x) nebo byla nalezena pouze polyploidie

(9x), vteéchto pripadech molekuldrné-cytogenetickd analyza byla neinformativni, nebyl

vyznamny rozdil v preziti u pacientli s negativnim FISH néalezem oproti ostatnim pacientim.

V ostatnich piipadech korelovala provedena FISH s histologickym néalezem a klinickym

prubéhem.
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Zavér: NejvyznamnéjSim FISH nélezem u glioblastomu je polyploidie, je
vyznamnym pozitivnim znakem pro prognézu pacienta. NejCastéj$im nalezem je monosomie
chromosomu 10, pozitivni ndlez svéd¢i pro horsi progndzu téchto pacientt, jeji vyskyt stoupa

s v€kem pacienta.

Oligodendrogliom WHO Grade 11

Do skupiny oligodendrogliomu, Gr. II bylo zafazeno celkem 18 pacientl, 11 pacientti
preziva, primérna doba pieziti je 124,4 mésici (100,7 — 148,2 mésiclt), od operace pak 53,5
mésict (39,4 — 67,8 mésicll), median pieziti dosahl 157 mésici (zdrojova data Tab. 28).
Median preziti od operace nebyl dosazen, 1. kvartil dosahl 26,6 mésicti. Primérny vek pfi
stanoveni diagnézy byl 42,9 let. Median celkového sledovani byl 82 mésicli, median

sledovani od operace dosahl 43,5 mésicti. Primérné Karnofsky skore pted operaci bylo 93.
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Graf 11. Kfivka funkce pteziti u pacientti s oligodendrogliomem, o cenzorovana udalost
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Ve 13 vzorcich byla nalezena kombinovana delece 1p36 a 19q13.3 (obr. 10 a 11), v 5
vzorcich byl nalez negativni. Polyploidie byla nalezena 7x, monosomie chromosomu 10 a
trisomie chromosomu 7 v jednom pfipadé. Amplifikace EGFR a monosomie chromosomu 17
byly rovnéz zjistény vzdy v jednom ptipadé. Delece CDKN2A4 a delece RBI nebyly ve
vzorcich oligodendrogliomu zachyceny. Kaplan-Meierovu analyzu skupiny rozd€lené na
vzorky s nalezem kombinované delece 1p/19q a bez nalezu této kombinované delece zatim
nelze hodnotit vzhledem k malému poctu sledovanych udalosti (amrti pacienta). Coxtv
regresni model stanovil jako statisticky signifikantni parametr pfeziti v této skupiné pouze

Karnofsky skore pied operaci, ostatni parametry pieziti v této skupiné vyznamné neovlivnily.

Regresni koeficienty:

Hazard ratio | Hazard ratio
Standard | Wald Chi- [ Pr> | Hazard | Lower bound | Upper bound
Variable | Value | error Square Chi2 | ratio (95%) (95%)
KPS -0,236] 0,095 6,196 0,013 | 0,790 0,655 0,951
vek pii dg. | 0,032 | 0,040 0,645 0,422 | 1,033 0,955 1,118
1p/19q-0 | 1,484 | 1,222 1,474 0,225 | 4,411 0,402 48,415

Tab. 18. Coxlv regresni model celkového pteziti pacientil s oligodendrogliomem Gr. 11
v zévislosti na KPS, v&ku a zjisténych chromosomovych aberacich (0 — aberace nezjisténa)

Korelace FISH, klinického pribéhu a histologické analyzy v této skupiné byla
pozorovana ve vSech pfipadech, ve 3 pfipadech byla nalezena dal§i aberace, ktera ale
neovlivnila celkovou dobu pieziti u téchto pacientd. Ta je v naSem souboru zavisld pfedevSim
na Karnofsky skore pted operaci.

Zavér: U pacientl s oligodendrogliomem nélez jiné aberace neovlivnil v nasem

souboru celkovou dobu pteziti
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Anaplasticky oligodendrogliom WHO Grade 111

V souboru bylo celkem 27 pacientl s anaplastickym oligodendrogliomem, Gr. III, do
souCasné¢ doby preziva 11 pacientli (zdrojova data Tab. 29). Median preziti dosahl 80,6
meésicl,, medan preziti po operatnim vykonu 36,5 mésicli, primérnd doba pieziti byla 85,4
meésict (64,9 — 105,8 mésicll), primérnd doba pteziti od operace dosahla 48 mésict (35,7 —
60,4 mesict). Primérny ve€k pacientd k datu stanoveni diagnézy byl 44,7 let. Medidn
sledovani dosahl 65 mésict, median sledovani od operace byl 30 mésict. Pramérné

Karnofsky skore pacientl pted operaci bylo 90.
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Graf 12. Kifivka funkce pfeziti u pacientl s anaplastickym oligodendrogliomem,

o cenzorovana udalost
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Graf 13. Srovnani kiivek funkce pfeziti u pacientll s anaplastickym oligodendrogliomem
v zévislosti na radikalité resekce (RR — radikalni resekce, PR — parcidlni resekce), o

cenzorovana udalost

Observed Critical
Test value value p-value alpha
Log-rank 4,426 3,841 0,035 0,050
Wilcoxon 5,827 3,841 0,016 0,050
Tarone-Ware 5,587 3,841 0,018 0,050

Tab. 19. Porovnani funkci pteziti (DF = 1)

Skupina pacientl, kteti podstoupili radikalni resekci dosahla medidnu pteziti 138,7
mésici, pacienti s parcidlni resekci pouze 59,9 mésici. Pro dalsi analyzu bylo k dispozici 26
vzorkil. Stejné jako u oligodendrogliomli byla nejcastéjsSim FISH ndlezem kombinovana
delece 1p36 a 19q13.3 (62%). Polyploidie byla nalezena v 9 vzorcich (35%). Monosomie
chromosomu 10 byla zjiSténa v jednom pftipad¢, trisomie chromosomu 7 byla nalezena 2x,
amplifikace EGFR jednou. Delece CDKN2A byla zjisténa 3x, z toho dvakrat jako bialelicka
delece v kombinaci s monosomii chromosomu 9. Delece RBI v této skupiné¢ detekovana
nebyla. Srovnani odhadu pfeziti bylo nejprve stanoveno ve skupiné s ndlezem kombinované

delece 1p36 a 19ql13.3 a ve skupiné¢ snegativnim nalezem této delece. Ve skupiné
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s pozitivnim nalezem 1p/19q dosdhl median pieziti 138,7 mésicli, ve skupiné s negativnim

nalezem této delece byl median pteziti pouze 42,7 mésicu.
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Graf 14. Srovnani kiivky funkce pfeziti u pacientt s anaplastickym oligodendrogliomem
Grade III v zavislosti na pfitomnosti kombinované delece 1p/19q ve vySetfovaném vzorku (0

— negativni nédlez, 1 — pozitivni nélez), o cenzorovana udalost

Observed | Critical
Statistic value value | p-value alpha
Log-rank 4,034 3,841 0,045 0,050
Wilcoxon 3,786 3,841 0,052 0,050
Tarone-Ware 3,843 3,841 0,050 0,050

Tab. 20. Porovnani funkci pteziti (DF = 1)
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Regresni koeficienty:

Hazard ratio Hazard ratio

Standard | Wald Chi- | Pr> | Hazard Lower bound Upper bound
Variable | Value error Square Chi2 ratio (95%) (95%)
1p/199-1| -1,099 | 0,538 4,180 0,041 | 0,333 0,116 0,956
polypl-1 | -0,617 | 0,599 1,063 0,302 | 0,539 0,167 1,744
jina-0 -0,450 | 0,567 0,630 0,427 | 0,638 0,210 1,936

Tab. 21. Coxtiv regresni model celkového preziti v zavislosti na pfitomnych aberacich (1 —
aberace nalezena, 0 — aberace nezji$téna)

Pfi stanoveni vyznamnosti jednotlivych aberaci jsme vytvofili regresni model, ktery
potvrdil znamy fakt, Ze nejvyznamnéjSim molekuldrné-cytogenetickym parametrem pieziti u
oligodendroglidlnich nadori je delece 1p a 19q, jeji pritomnost v nadorovém vzorku snizuje
riziko mrti pacienta (funkce hazardu 0,33). Soubor byl definovan z hlediska pfitomnosti
delece 1p/19q, polyploidie a jiné aberace (delece CDKN2A, monosomie 10, monosomie 9,
trisomie 7, amplifikace EGFR)

Pokud byla skupina anaplastickych oligodendroglioml s pozitivnim nélezem
kombinované delece 1p36 a 19q13.3 rozdélena na skupinu s prikazem pouze kombinované
delece 1p36 a 19ql13.3, dale na skupinu kombinované delece 1p36 a 19q13.3 a jiné
chromosomové aberace (napt. delece CDKN2A4, monosomie 10) a nakonec skupinu bez této
kombinované delece, pak Kaplan-Meierova analyza prokézala delsi pieziti ve skupiné pouze
kombinované delece 1p36 a 19q13.3 — prvni kvartil byl 89 mésict (medianu pteziti nebylo
dosazeno), pokud je pfitomna v nadoru dalsi aberace (delece CDKN2A4, amplifikace EGFR,
monosomie 10, monosomie 9), median pieziti pak klesa na 60 mésict, ve skupin¢ bez delece
Ip a 19q median pieziti dosahl pouze 43 mésici. Pfiznivy efekt kombinované delece 1p36 a
19q13.3 se ztraci pifi pritomnosti dalSich chromosomovych aberaci. Pies jasny trend ale
vzhledem k malému poctu pacientl v souboru neni toto srovndni hranicné statisticky
signifikantni. Kdyz jme ale porovnali skupinu s pritkazem pouze delece 1p/19q a skupinu bez

této delece, pak byl rozdil v preziti statisticky vyznamny.
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Graf 15. Srovnani kiivky funkce pfeziti u pacientti s anaplastickym oligodendrogliomem
Grade III v zavislosti na pfitomnosti kombinované delece 1p/19q (0) nebo na piitomnosti
kombinované delece 1p/19q + jiné chromosomové aberace (1) nebo bez prikazu
kombinované delece 1p/19q (2), © cenzorovana udalost
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Graf 16. Srovnani kiivky funkce pfeziti u pacientli s anaplastickym oligodendrogliomem
Grade III v zavislosti na pfitomnosti pouze kombinované delece 1p/19q (0) nebo bez prikazu
kombinované delece 1p/19q (2), © cenzorovana udalost
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Observed | Critical
Test value value p-value alpha
Log-rank 3,903 3,841 0,048 0,050
Wilcoxon 4,158 3,841 0,041 0,050
Tarone-Ware 4,109 3,841 0,043 0,050

Tab. 22. Porovnani funkei pteziti (DF = 1)

Pokud jsme hodnotili celkové preziti v zavislosti na Karnofsky skore pted operaci a
pfitomnych aberacich, pak statisticky vyznamnym parametrem je jednak samotné KPS, ale
rovnéz jiné aberace nez kombinovana delece 1p/19q a nez polyploidie. Pfitomnost jiné
aberace zvysuje v tomto modelu riziko umrti 3,9x, vyssi Karnofsky skore toto riziko snizuje.
Pokud jsme do tohoto modelu zavzali i vék, pak v€k a KPS jsou statisticky vyznamné faktory,

které nejzasadnéji ovliviiuji celkové preziti a ostatni parametry jiz tak vyznamné nejsou.

Regresni koeficienty:

Hazard ratio Hazard ratio
Standard [ Wald Chi-| Pr> [Hazard| Lower bound | Upper bound
Variable | Value error Square Chi2 | ratio (95%) (95%)
KPS -0,123 | 0,039 9,963 0,002 | 0,884 0,819 0,954
1p/19g-0 | 0,747 0,583 1,644 0,200 | 2,112 0,674 6,620
polypl-1 | -0,447 | 0,605 0,544 0,461 | 0,640 0,195 2,095
jina-1 1,356 0,675 4,038 0,044 | 3,880 1,034 14,559

Tab. 23. Coxlv regresni model pieziti u anaplastického oligodendrogliomu v zavislosti na
KPS a prokéazané aberaci (1 — aberace nalezena, 0 — aberace nezjisténa)

Regresni koeficienty:

Hazard ratio Hazard ratio

Standard | Wald Chi- | Pr> | Hazard [ Lower bound | Upper bound
Variable Value error Square Chi2 | ratio (95%) (95%)
vék pridg. | 0,108 0,038 8,170 0,004 | 1,114 1,035 1,200
KPS -0,080 | 0,037 4,639 0,031 [ 0,923 0,858 0,993
1p/19g-0 0,676 0,667 1,029 0,311 1,966 0,532 7,264
polypl-1 -0,671 | 0,655 1,047 0,306 [ 0,511 0,142 1,847
jina-1 0,777 0,666 1,360 0,244 1 2,175 0,589 8,027

Tab. 24. Coxtv regresni model celkového pfeziti u pacientd s anaplastickym
oligodendrogliomem v zavislosti na véku, KPS a prokazané aberaci (1 — aberace nalezena,
0 — aberace nezjisténa)
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Korelace FISH, histologie a klinického priibéhu byla dosazena v 21 piipadé. Ve 4
vzorcich nebyl prokazan zadny patologicky nalez, jednalo se o pacienty s kratSim celkovym
prezitim a nelze tak vyloucit Spatny odbér. V jednom vzorku byla nalezena pouze amplifikace
EGFR, opét se jednalo o pacienta s kratkym celkovym OS, pravdépodobné se jednalo o
glioblastom (i dle MR obrazu). V jednom ptipadé¢ provedend FISH prokazala kombinovanou
deleci 1p/19q spolecné s polyploidii, klinicky prabéh s kratSim OS byl v rozporu
s o¢ekavanou del$i progndzou.

Zavér: Kombinovana delece 1p/19q je pozitivnim znakem prognodzy pacientli
s anaplastickym oligodendrogliomem. Pfitomnost jiné aberace vyznamné zhorSuje progndézu
predev§im u pacientii bez prikazu kombinované delece, ovliviiuje celkové preziti ale i u

pacientil s prukazem kombinované delece 1p/19q.

Anaplasticky oligoastrocytom WHO Grade 111

Skupinu pacienti s anaplastickym oligoastrocytomem, Gr. III, tvofi 7 nemocnych,
z nich prezivaji 2 pacienti (zdrojova data Tab. 30). Median pteziti dosahl 30,4 mésicii, median
preziti od operace pak byl 12,9 mésict, primérna doba preziti byla 50 mésici (20 — 57,4
meésicll), primérna doba preziti od operace dosahla 35 mésict (13,7 — 56,1 mésicli). Primérny
vek pacientll pii stanoveni diagnézy byl 40,4 let. Median sledovani dosahl 30,4 mésict,
median sledovani od operace pak 29,3 mésict. Primémé Karnofsky skore pred operaci bylo

89.
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Graf 16. Kfivka funkce pfeziti pacientil s anaplastickym oligoastrocytomem, © cenzorovana

udalost

Ve skupiné smiSenych glioml (oligoastrocytomtl) byly nalezeny pouze anaplastické
oligoastrocytomy (WHO grade III). Jednalo se celkem o 6 vzorkii. Delece 1p byla nalezena
jednou, kombinovand delece 1p/19q také pouze jednou. NejcastéjSim nélezem byla
polyploidie, zjiSténa 6x. Déle ve dvou piipadech byla nalezena monosomie chromosomu 10,
jedenkrat v kombinaci s trisomii chromosomu 7 a jedenkrat v kombinaci s deleci CDKN24 a
amplifikaci EGFR (kombinace amplifikace EGFR a delece CDKN2A byla zjisténa celkem
2x). Delece RBI nalezena nebyla. Piestoze v tomto piipade jde o velmi malou skupinu, i zde
je mozné fici, Ze pozitivni nalez delece 1p a 19q je pfiznivym prognostickym parametrem, ve
skupiné s neg. ndlezem dosdhl medidn preziti pouze 30,4 mésicl, ve druhé skupiné 63,4
mésici, nicméné vzhledem k poctu pacientii v této skupiné nelze vysledek zatim povazovat za
statisticky signifikantni. Korelace FISH, klinického priibéhu a histologické analyzy byla v této
skupin€ pozorovana v 5 hodnocenych vzorcich, v jednom ptipadé molekularné-cytogeneticka

analyza predikovala horsi klinicky pribéh oproti skutecnosti.
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Zavér: 1 ve skupiné nemocnych s anaplastickym oligoastrocytomem je patrny trend

lepsi progndzy u pacientt s prikazem kombinované delece 1p/19q
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5. Diskuse

Gliomy jsou heterogenni skupina néadord, které se znacné lisSi svou progndzou.
Nejcastéji se jedna o astrocytarni nadory. Pilocyticky astrocytom je typicky nador détského
véku, nékdy se objevuje i u mladSich dospélych jedincti. Teprve neddvno byl ucinén
vyznamny pokrok v hledani patogeneze téchto nadorti. Duplikace, fuze nebo mutace genu
BRAF (7q34), prokazana ve vétSiné téchto nadort, predstavuje pravdépodobné hlavni
mechanismus vzniku téchto (v naprosté vétSiné benignich) nddori a tim padem téz cil
piipadné nové 16¢by “* 9. Aberace tohoto genu je pro pilocyticky astrocytom typicka.
Zajimavé je, ze podobnd aberace byva prokazana téZ v nckterych chondrosarkomech a
malignich melanomech. V nasem souboru bylo vySetfovdno celkem 7 pacientti, hodnoceno
bylo ale pouze 6 vzorkd. V naSem vySetfovacim panelu jsme nesledovali duplikaci ¢i fazi
BRAF genu, proto v naSich analyzach pfevazoval negativni ndlez nebo pouze prikaz
polyploidie. Pouze v jednom z téchto vzorkli byla nalezena monosomie chromosomu 10,
nasledné bylo v dal§im priibéhu potvrzeno, Ze se nejedna o pilocyticky astrocytom, histologie
byla ptehodnocena na difuzni astrocytom. PfestoZe jsme tuto aberaci prokazali v pilocytickém
astrocytomu pouze jednou, miizeme z toho vyvodit, Ze jakykoli nalez tohoto typu budi vzdy
podezieni na moZznost chybného histologického zavéru a tito pacienti by méli byt peclivé
sledovani (ve stejném rezimu jako pacienti s difuznim astrocytomem), eventudlné by mélo byt
provedeno druhé histologické ¢teni.

V soucCasnosti je predpokladanym prvnim patogenetickym procesem vzniku
nizkostupiiového gliomu mutace genu isocitratdehydrogenazy 1 nebo 2 — IDH1/2 “*)
tento jev nastava jesté pied vznikem mutace TP53 ®* *. Tyto mutace zpiisobuji zménu
aktivity tohoto enzymu tak, Ze na misto a-ketoglutaratu vznika potencialni onkometabolit 2-
hydroxyglutarat (kompetitivni inhibitor o-ketoglutaratu), ktery ma inhibi¢ni ucinek na

histondemethylazy a o-ketoglutarat dependentni deoxygenazy . Prevalence této mutace je
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vysoka (80%) a zlistdva neménnd 1 v priabehu progrese nadoru do anaplastického astrocytomu
¢i sekundarniho glioblastomu. Mutace je rovnéz nachazena i v oligodendroglidlnich nadorech.
V soucasné dob¢ se predpoklada, ze pravé mutace IDHI/2 je jednim z prvnich stupnt

v tumorigenezi glidlnich nadora ¢

. Navic je mutace IDHI/2 velmi vzicné nalezena
v priméarnim glioblastomu (méné& nez 5%) ©”. Domnénku, 7e mutace IDHI a IDH2 miize hrat
roli v patogenezi mozkovych gliomti podporuje navic fakt, ze tento typ postizeni nachdzime i
u ur&itého procenta pacientii s akutni myeloidni leukemii a chondrosarkomem ©'*?. Nicméng
u pacienti s gliomy mozku piredstavuje prikaz piitomnosti této mutace alespon zcasti
pozitivni prediktivni faktor, tito nemocni maji leps$i prognézu nez ti, u kterych tato mutace
prokézana nebyla (zv14§té pacienti s gemistocytarnim astrocytomem, Gr. II) ®* 3. Na druhou
stranu  ale byly publikovany prace, které tento pozitivni vliv neprokazaly ?* 3. V soucasné
dob¢ je moZné prokazat nejCasteji se vyskytujici mutaci /DHI (R132) i imunohistochemicky
pii histologické analyze. Zcela neddvna prace pak prokazala moznost detekovat piimo 2-
hydroxyglutarat pomoci magnetické rezonancni spektroskopie a tak neinvazivné urcit
pritomnost této mutace v nadoru (56),

U vétsiny pacientd s nizkostupniovym gliomem nachézime rovnéz mutaci genu 7P53,
pouze vzacné dochazi k deleci prisluSného genu @9 tento fakt mizeme potvrdit 1 z naSeho
souboru pacientl, delece nebyla prokazana ani v jednom ptipadé difuzniho astrocytomu. Tato

mutace je povazovéana za nepfiznivy prognosticky znak ©*

, pacienti nesouci tuto mutaci maji
kratSi interval pfeziti. Nicméné prognoza nezavisi pouze na histologické a FISH analyze,
prognosticky vyznamnym faktorem je vék nemocnych a KPS, pfedev§im pacienti mladsi 45
let maji lep§i prognodzu prakticky u vech typt glidlnich nadora ©” *®. Mutace TP53 genu je
ale nalézana u astrocytarnich nadorti vSech stupnu malignity. Gen 7P53 je mutovan v cca

50% difuznich astrocytomi a anaplastickych astrocytomtl, ale pouze ve 30% glioblastomti (26),
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Nicméné v nékterych nizkostuptiovych gliomech (dle histologické analyzy) byly
naopak nalezeny aberace, které odpovidaji nddorim vys$siho grade a bylo prokazano, ze u
téchto nadorti dochdzi k malignimu zvratu diive. Jsou to predevsim delece RBI1 a CDKN2A,
dale trisomie chromosomu 7 a monosomie chromosomu 10. Na druhou stranu v nasem
souboru byli pacienti, ktefi zemfeli na rychle progredujici glidlni nddor a u kterych nebyla
nalezena zadné ze sledovanych aberaci, v téchto pfipadech musime ale predpokladat, ze se
jednalo o $patny odbér vzorku na histologickou i FISH analyzu. Pfesto i v naSem souboru byl
patrny jednoznacny trend, ktery prokazuje nejleps$i prognoézu u pacientii s difuznim
astrocytomem, pokud je molekuldrné-cytogenetickd analyza negativni v panelu némi
provadénych vysetieni. Tento fakt Ize ale prokazat spiSe dlouhodobym sledovanim, vzdy je
nutné pocitat s moznosti Spatného odbéru a tim falesné¢ negativnim vysledkem. Naopak
vyrazn¢ hor$i prognozu lze ocekdvat, pokud byla prokdzéna dal§i chromosomova aberace
(delece RBI, CDKN2A, trisomie 7, monosomie 10), median pieziti byl v této skupiné pouze
37,5 mésict. Jiz v nasi ptivodni praci jsme piedpokladali, ze tyto dal§i aberace mohou vést
k rychlejsimu upgradingu difuzniho astrocytomu ©*. Na zakladg delsiho sledovani a pomoci
statistické analyzy jsme mohli tento pfedpoklad potvrdit. Kaplan-Meierova analyza funkce
preziti pak potvrdila statisticky signifikantni rozdil mezi jednotlivymi kiivkami preziti. Riziko
pritomnosti jiné aberace bylo potvrzeno i1 v Coxové regresnim modelu, funkce hazardu
dosédhla 3,8. Toto vysoké riziko iimrti pii pfitomnosti jiné aberace neZ polyploidie ziistalo
jedinym vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje celkové preziti a je nutné jej povazovat za
vysoce statisticky vyznamny a zdsadni ukazatel hor$i prognozy. Svédci pro zvysSené riziko
upgradingu difuzniho astrocytomu. Tento vysledek navic znamend, Ze pfitomnost jin¢ aberace
je nezavisly faktor a ostatni vyznamné faktory (v€k, Karnofsky skore, radikalita resekce)
tomto piipadé nehraji (alespoii v nasem souboru) zasadni roli %" Na druhou stranu u ti

naSich pacientli nebyla nalezena zadna aberace a piesto doSlo k progresi nadoru. Je tedy

50



ziejmé, ze existuji jesté jiné faktory, které na molekularni trovni ovliviuji preziti téchto
pacient a které je nutné identifikovat. Nicméné zasadnim sdélenim pro praxi je, ze
pritomnost jiné aberace vyzaduje jiny protokol sledovani pacienta, protokol, ktery odpovida
vysokostupiiovym gliomtim.

U anaplastickych astrocytomli nachazime podobné (ale castéji) aberace jako u
difuznich astrocytomu, zvlaste¢ pak ve vysSim procentu deleci CDKN2A4 (Casto bialelickd).
Rovnéz cCastéjsim nalezem byva delece RBI genu. Pfi analyze této skupiny jsme zjistili, ze
podobné¢ jako u difuznich astrocytomi ptitomnost jinych aberaci ovliviiuje prognézu pacientt.
I u téchto nadort je pfiznivym znakem v nasem panelu vySetfeni pro prognézu negativni
molekularné-cytogeneticky nalez, ptipadné polyploidie, nalez jiné aberace prognézu opét
zhorsuje (median pfeziti 52 mésict oproti 14 mésiciim pii nalezu jinych aberaci). Prekvapivé
ovSem bylo, Ze na této horsi prognoze se u nasich pacientll nepodili delece CDKN2A4 (62.63) g
sama o sob¢& zasadnéji preziti neovliviiuje a naopak signifikantnim nalezem jsou jiné aberace
(delece RBI, monosomie chromosomu 9, trisomie chromosomu 7, amplifikace EGFR,
monosomie chromosomu 10, monosomie chromosomu 17) Y. Toto jsme potvrdili i Kaplan-
Meierovou analyzou obou skupin, ve skupin€ 1 (jiné aberace) dosahl median pfeziti pouze
26,4 mésict, ve skupin€ 0 (bez téchto aberaci) byl pak median pteziti 81,3 mésict. Jiz v nasi
puvodni praci byla role delece CDKN2A nejasna, z celkem deseti pacientl s deleci CDKN2A
doslo u nékolika z nich k rychlé progresi, naopak néktefi z nich ptezivali déle. Do soucasné
doby pfeziva jeden pacient 59 Podobné jako u difuzniho astrocytomu je povazovan za
pozitivni prognosticky faktor i prikaz mutace /DHI R132H v nédoru, pacienti s pozitivnim
nalezem maji lepSi prognozu oproti pacientim s negativnim néalezem této mutace 63) vk,
Karnofsky skore a radikalita resekce jsou ale v nasem souboru nejvyznamnéjsi faktory
ovliviiujici pteziti Oproti naSemu pivodnimu zavéru je ale role nékterych aberaci ve smyslu

hors$i prognézy pacientli s anaplastickym astrocytomem nesporna.
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VétSina glioblastomt vznikd velmi rychle, bez pfedchozich zndmek méné maligni
léze. Jsou oznacovany jako de novo neboli primérni glioblastomy. Anamnéza je vétSinou
velmi kratkd (méné nez 3 meésice). Sekundarni glioblastomy vznikaji pomalu progresi
difuzniho ¢i anaplastického astrocytomu. Pii MRI vySetfeni mozku nachdzime patologické
lozisko s centralni nekrézou a okolnim enhancujicim lemem a vyraznym kolaterdlnim
edémem (viz obr. 2). U sekundarniho glioblastomu se toto enhancujici lozisko nachazi
v nizkostupiiovém gliomu a odlisuje e svym charakterem od okolni nadorové tkang.

Primarni glioblastomy vznikaji vétSinou u starSich pacientd (stf. vék 55 let).
Pravidelnd byvaji detekovany homozygotni delece CDKN24, CDKN2B a p14**" v oblasti
9p21. CDKN24 a pl4** (koduji pl6 a pl4™*F) se nachazi na stejném lokusu (9p21).
Produkty téchto gent jsou transkribovany z odlisSnych promotorti a prvnich exonti (exon la a
1B), ale sdili stejny exon 2 a 3, pfi€emZ pouzivaji odliSny ¢teci rdmec pro translaci. CDKN2B

je lokalizovan pouze o 11kb smérem k centromefe od lokusu pro CDKN2A4/p14**

. Tento
usek chromosomu 9 byva deletovan v 50% glioblastom a cca v 10% anaplastickych
astrocytomil 2128 7tratou obou alel CDKN2A/B a pI14*%F tak dochazi k preruseni cesty p53
1 Rbl. V nékterych nadorech mulZe byt transkripce zastavena diky hypermethylaci
promotorového useku zbyvajici divoke alely (30.9) Nedavno byla popséana 1 moznost zapojeni

p18 do tumorigeneze glioblastomu ©”

, v nékterych nadorech byla popsdna soucasna delece
CDKN2A4 a CDKN2C. Castym nalezem byva i amplifikace CDK4 &asto spoleéné s MDM?2 na
12q14-q15. Amplifikace CDK4 byla nalezena u 18% glioblastomti, amplifikace MDM? asi ve
14% ptipadii glioblastomu. Vzestup CDK4 vede k ptekonani regulace pomoci inhibi¢nich p15
a pl6 (produkty CDKN2A4A a CDKN2B). Volny CDK4 a CDK6 se pak vazou na cykliny
D1/D3. ZvySena exprese MDM?2 vede ke zvySené degradaci p53, pficemz opét prekonava

inhibiéni Gginek pl14*%" 1 2D v 7% glioblastomii byla nalezena amplifikace MDMA4,

homologu MDM?2 @ U 70% primérnich glioblastomi nachdzime monosomii chromosomu
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10 ¢i deleci 10q. U 25% vzorki je zjisténa mutace ve zbyvajicim PTEN genu. Amplifikace

13-1 y v g
U317 3y malé &asti

genu EGFR (7pll-pl2) je detekovana vcca 45% glioblastomu
anaplastickych astrocytomil, u dal$i ¢asti neni pfitomna amplifikace, ale nechybi zvySena
exprese ¥, Cetnost t&chto aberaci je v na§em souboru obdobné. Pokud je gen amplifikovan,
je vzdy zvySené exprimovan (tato overexprese muze byt u glioblastomu ale pfitomna i bez
amplifikace). Amplikon je Casto velky (nejméné 1,5 Mb) a vyskytuje se ve form¢ double
minutes ®Y. Piestavba samotného genu se vyskytuje zhruba v poloving piipadti amplifikace
EGFR, a to pouze v amplifikovanych kopiich 7. Nejcast&ji se vyskytujici piestavbou je
aberantni spojeni pfi transkripci, které vede ke ztrat€¢ 267 aminokyselin extracelularni
domény, kterd neni schopna vazat ligand a receptor je trvale aktivovan tzv. EGFRvIII (% %
29 Vedle toho se vyskytuji méng Casto i piestavby intracelularni domény EGF receptoru.
Tyto ptestavby (extra 1 intracelularni domény) se mohou vyskytovat 1 ve stejném néadoru. Ve
vSech astrocytarnich nadorech byla nalezena vysoka exprese PDGF ligandli, naznacujici
pfitomnost autokrinni/parakrinni stimulace. Intracerebralni aplikace retroviru obsahujiciho
PDGFRB vedla u mys$i ke vzniku glioblastomu, coZ naznacuje zapojeni PDGF systému
v patogenezi astrocytomil % ®. Piesto overexprese neni spojena s amplifikaci (vyjimkou je
amplifikace PDGFRA, genu pro receptor PDGF-a, popsana u glioblastomt — cca 13%) 13,
Sekundarni glioblastomy vznikaji pomalu progresi difuzniho ¢i anaplastického
astrocytomu. Tyto glioblastomy postihuji mladsi jedince (stf. vék 40 let) a typicky je pfitomna
mutace /DHI, méné Casto IDH?2, dale delece a/nebo mutace s postizenim obou alel 7P53.
Z dalgich abnormalit je &asto zjisténa delece p/4**" nebo delece RBI genu, delece CDKN2A
¢i amplifikace CDK4. Casto je nalezena delece 10q (cca 60%), ale zbyvajici PTEN gen

mutovan nebyva. Pouze vzacnd se vyskytuje amplifikace EGFR *¢

. Tyto dva typy
glioblastomu — primarni (nové vznikly) a sekundarni (postupnou progresi) se odliSuji

v podstaté¢ pouze dle klinického pribéhu a MRI vySetieni mozku. Toto klasické dogma
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rozd€leni glioblastomli na dvé skupiny je sice jiz pomalu opousténo ve svétle novych
poznatki o jednotlivych skupinach glioblastomii na podkladé molekularné-genetické analyzy
(4 skupiny) ©” ) nicmén& pro klinické hodnoceni ma stale své nezastupitelné misto.
Primérni glioblastom ma velmi kratké obdobi klinickych ptiznakt pted stanovenim diagnozy
(1-3 mésice), vetsSinou se jednd o bolesti hlavy, epilepticky zachvat, loziskovy neurologicky
deficit. Pacienti se sekundarnimi glioblastomy jsou vétSinou jiz del§i dobu dispenzarizovani a
1é¢eni pro astrocytom nizs$iho grade (nejcastéji fibrilarni astrocytom). Onemocnéni miize byt
po n¢kolik let relativné stabilni ¢i pouze pomalu progreduje, pacienti jsou sledovani pomoci
MRI vySetfeni mozku. Po né¢kolika letech dochédzi k malignimu zvratu v nadoru, jeho
upgradingu a akceleraci rustové aktivity. Tuto aktivitu mizeme zjistit pomoci MRI mozku,
dochazi k poskozeni hematoencefalické bariéry a syceni nadoru po podani kontrastni latky
(gadolinium), dale pomoci FLT-PET vySetfeni mozku (loZiska zvySené mitotické aktivity).
Otéazka tohoto maligniho zvratu je jednou z nejvice problematickych otdzek v neuroonkologii.
U sekundarniho glioblastomu proto nachdzime 1 podobné chromosomové zmény jako u
astrocytomti Grade II a III, naopak pouze vzicné se objevuji zmény typické pro primarni
glioblastom, pfedev§im amplifikace EGFR ¢i MDM?2. Glioblastomy nicméné mohou nést
celou fadu aberaci a byva pravidlem, Ze byva pfitomno postizeni vice signalnich cest
najednou (p53, Rbl, RTK/Akt) """ V nagem souboru jsme pozorovali piedevsim vyskyt
monosomie chromosomu 10 (68% piipadl). Pacienti s touto aberaci maji v naSem souboru
horsi prognozu preZiti oproti t€ém, kde je nalez negativni. Je zde 1 shoda mezi v€kem pacienta
a monosomii chromosomu 10. To mlZe znamenat, Ze u starSich pacientl najdeme castéji
monosomii 10 a tento nador mad pravdépodobné vyssi maligni potencidl. Gen MGMT je
lokalizovén na 10g26. Hypermethylace jeho promotoru hraje zasadni roli v chemosenzitivité
na temozolomid. Otazkou ziistava, zda se na tom néjakym zplisobem muze podilet 1 Casto

pritomna monosomie 10.
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Castym nalezem byva rovn&z amplifikace EGFR a trisomie chromosomu 7 ©%,
v nasem souboru 43% (62/145) a 37% (53/145). Trisomie chromosomu 7 prognozu pacientll
v naSem souboru vyznamn¢ neovliviiuje (stejné tak delece CDKN2A — 40/145). Zajimavym
ukazatelem je nepfitomnost amplifikace EGFR, pfi negativnim nélezu této aberace stoupa
v nasem souboru riziko smrti (funkce hazardu 1,44). Mohlo by to znamenat, Ze pacienti
s amplifikaci EGFR obecné lépe reaguji na onkologickou 1écbu. Jedna se ale o data na hranici
statistické vyznamnosti. Amplifikace EGFR spolecné s trisomii se v naS§em souboru spole¢né
vyskytuji pomémé vzacné. V nasem souboru bylo pouze deset téchto pacientli, coz nam
nedovoluje Cinit jednoznacné zavéry. Takto nizky souCasny vyskyt je v kontrastu s jinymi
pracemi, i kdyZ se jednalo o malé soubory pacienti ©”°®. Pokud jsme ale stanovovali miru
rizika jednotlivych aberaci, jako statisticky vyznamna se jevila pouze detekce monosomie
chromosomu 10 (funkce hazardu: 0,57 pfi nepfitomnosti monosomie 10), amplifikace EGFR
(funkce hazardu: 1,44 pii neptitomnosti amplifikace EGFR, a ptitomnost polyploidie (funkce
hazardu: 1,50 pfi neptitomnosti polyploidie). Pokud jsme do hodnoceni ptibrali i vék a KPS,

1,72
(70, 71,7 )’ ale

ukazalo se, Ze tyto parametry jsou pro celkové preziti nejvyznamnégjSimi faktory
pretrvava 1 vyznam polyploidie (funkce hazardu pii nepfitomnosti polyploidie dosahuje 1,47).
EGF receptor a jeho role u glioblastomu je jiz n¢kolik let cilem novych lécebnych postupii
biologické 1€€by (napft. erlotinib, gefitinib).

V roce 2011 byla publikovana prace, kterd nase dosavadni déleni na primarni a
sekundarni glioblastom na zdkladé klinického obrazu méni a kterd déli glioblastomy na
zékladé¢ molekularné genetickych charakteristik. Prace vychéazi z projektu The Cancer
Genome Atlas, ktery systematicky vySetfoval 206 glioblastom se zaméfenim na jednotlivé
signalni cesty a jejich poruchy !* °* % Glioblastomy byly rozdéleny do &tyi skupin na
klasicky, proneurdlni, neurdlni a mesenchymadalni subtyp glioblastomu. Klasicky typ je

charakterizovan amplifikaci EGFR a monosomii chromosomu 10, deleci CDKN2A4 a PTEN,
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naopak nebyva pritomnd mutace TP53 .

Mesenchymalni typ glioblastomu je
charakterizovan mutaci ¢i deleci (Casto homozygotni) genu NF1 (17q11.2), dale mutaci 7P53,
deleci CDKN24 . Z dalich nalez byva piitomna téz mutace PTEN a zvySena exprese
MET a CHI3LI. Proneuralni typ je charakterizovan zvySenou expresi genu PDGFRA (Casto
na podkladé amplifikace tohoto genu) a zaroven mutaci /DH1, dale amplifikaci CDK4, CDK6
a mén¢ i MET a PIK3CA. U tohoto typu glioblastomu byva rovnéz Casto pfitomna mutace
TP53. Vedle vysoké exprese PDGFRA je u tohoto subtypu rovnéz vysoka exprese OLIG2
(oligodendrocyte lineage transcription factor 2 — 21q22.11). ZvySena exprese OLIG2 vede
k potlaceni inhibi¢niho uc¢inku p21, a tim ke zvySené proliferaci. Neuralni typ glioblastomu se
odlisuje od ostatnich typt tim, Ze exprimuje neuronové markery jako NEFL, GABRAI, SYTI
a SLC124 "% Presto ale pro nase klinické sledovani je ,.star$i“ rozdéleni na primarni a
sekundarni glioblastom vyhodnéjsi a 1épe reflektuje klinicky obraz.

Tumorigeneze oligodendrogliomi ziistava i nadale nejasna. Za nejvyznamnéjsi nalez a
prognosticky parametr je povazovana pritomnost delece 1p36 a 19q13.3. Jedna se o pomérné
¢asny projev onemocnéni a objevuje se pravdépodobné v brzké navaznosti na mutaci IDH1/2
@9 Tato kombinovana delece je pozitivnim ukazatelem pro progndzu preziti, predeviim u
anaplastickych oligodendrogliomtli a oligoastrocytomi (7577 Nicméné nebyl nalezen zadny
potencialni tumor-supresorovy gen, ktery by mohl vysvétlit vznik nddoru. Oligodendrogliomy
maji obecné lepsi prognodzu, a pacienti mohou piezivat mnoho (10 i vice) let od stanoveni
diagnozy. Srovnani funkce pteziti v zavislosti na pfitomnosti delece 1p36 a 19q13.3 vyzniva
ve prospéch prodlouzeni celkového pieziti pfi pozitivnim nalezu této kombinované delece.
Nicméné nejvétsi vyznam maji v€k, Karnofsky skore pred operaci a radikalita resekce.
V naSem souboru tyto parametry svym vyznamem pievazuji, Kaplan-Meierova analyza
souboru pacientd s anaplastickym oligodendrogliomem a ptitomnosti delece 1p36 a 19q13.3

prokdzala rozdil v dobé pteziti jednotlivych skupin, nicméné tento rozdil byl na hranici
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statistické vyznamnosti. V naSem pluvodnim souboru byl vyskyt této kombinované delece
vyssi (81,3 - 87,5%), vsoucasné dobé dosahuje 72% u oligodendrogliomt a 62% u
anaplastickych oligodendrogliomii ©*. To je o n&co mén& nez v literatufe udavanych cca 75-
80%. Zaroven ale bylo v nasem souboru 9 vzorki, kde byl vysledek FISH analyzy negativni
(3 ve skupiné¢ oligodendrogliomti a 6 ve skupiné anaplastickych oligodendrogliomt
z celkového poctu 44 vzorki), nelze tedy vyloucit, ze vzorek mohl byt odebran ze zdravé
jim urcita shoda mezi vékem a vyskytem jinych aberaci (oproti ndlezu 1p/19q a polyploidie).
Mohlo by to znamenat, ze pacienti se stoupajicim vékem maji horsi prognézu nejenom diky
veéku samotnému ale rovnéz diky pfitomnosti téchto jinych aberaci (funkce hazardu 3,88) a ze
ke zhorseni stavu téchto pacienti dochdzi pravdépodobné vlivem rychlejsi progrese nadoru
(podobné¢ jako u glioblastomu). V naSich pfedchozich sdélenich jsme uvazovali pfedevSim o
vlivu delece CDKN2A4 na rychlejsi progresi oligodendrogliomti, soucasna data svédci pro
vSechny dalsi aberace vedle delece 1p/19q (delece CDKN2A, amplifikace EGFR, monosomie
10, monosomie 9) a pro jejich vliv na celkoveé preziti (59 78),

Ur¢itou slabinou nasi metodiky odbéru tkané v priibéhu operace a zpracovanim vzorku
do bunécné suspenze by mohla byt skutecnost, Ze naslednd FISH analyza neni provadéna na
identickém materidlu jako analyza imunohistochemicka. To by teoreticky mohlo vést
k chybnému odbéru a tim faleSné negativnimu vysledku. Na druhou stranu vytéznost postupu,
kdy jsou pouzivany stejné preparaty pro histologickou diagnozu i molekularné-cytogenetické
nutné vzorky deparafinizovat. Krom¢ toho je FISH analyza tkanovych fezi limitovana horsi
kvalitou mikroskopickych preparatl, zvySenym nespecifickym pozadim a vyssi frekvenci

faleSn¢ pozitivnich nalezti spojenych se ztatou fluorescencniho signalu (tj. deleci a

1
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ptiprava suspenzi nadorovych buné¢k je velmi jednoducha a struktura vSech bun¢k v suspenzi
zustava zachovana. Takto pfipravené mikroskopické preparaty jsou kvalitni a vhodné pro
FISH analyzu (cut-off pro detekci monosomii/deleci je maximalné 5%, pro detekci trisomii a
apmlifikaci 2,5%). ReSenim, které snizuje riziko chybného odbéru, ale zachovava vyhodu
pouziti cerstvého materialu, je odebirani vice vzorkll z riznych mist. Kazdy odebrany vzorek
je ,rozpulen®, jedna polovina je odeslana na histologickou analyzu, druha polovina ulozena
do ristového média a odeslana k FISH analyze. Ur¢itym kompromisem muze byt dodatecna
analyza z parafinového fezu tam, kde primarni molekularné-cytogenetickd analyza je

negativni nebo je vyznamny rozpor mezi vysledkem o¢ekavanym a vysledkem ziskanym.
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6. Zavéry

Fluorescenc¢ni in-situ hybridizace na interfaznich jadrech (I-FISH) glialnich nadorta

mozku je metoda, kterou je mozné pouzit pro diagnostiku chromosomovych aberaci v téchto

nadorech.

Ve vsech skupinach je vék, Karnofsky skore pfed operaci a radikalita resekce
vyznamnym parametrem dal$i progndzy pacientt.

Prokdzali jsme, Ze systém odbéru, transportu a vysetfeni Cerstvé tkané jsou
proveditelné, ziskany material hodnotitelny a ma vyznamnou vypovidaci hodnotu.
I-FISH je vhodnym dopliikem imunohistochemické analyzy a umoziuje stanoveni
predikce dalSitho vyvoje a progndzy pacienta. Upfesiiuje tak diagnostiku daného
onemocnénti.

U pacientl s difiznim astrocytomem je piitomnost jiné aberace nez polyploidie
vysoce rizikovym ukazatelem horsi prognoézy. Tito pacienti jsou sledovani podle
protokolu odpovidajicim nddortim vyssiho grade.

Nejvyznamngj§im parametrem u glioblastomu je pozitivni ndlez polyploidie,
potvrzuje lepsi prognozu téchto pacientii. Nejéastéjsim nalezem u glioblastomu je
monosomie chromosomu 10, jedna se o Spatny prognosticky znak, jeho vzestupny
vyskyt koreluje s v€kem pacienta a svédci pro krat$i dobu pieziti

U anaplastickych oligodendrogliomil a oligostrocytomt je delece 1p36 a 19q13.3
znakem lep$i progndzy, piitomnost jiné aberace je negativnim prognostickym

znakem

V n¢kolika ptipadech jsme wurcili pomoci FISH diagnézu i1 tam, kde vlastni

imunohistochemickd analyza nevedla k jednoznaénému vysledku. Predpokladame, ze
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v budoucnu molekularné-cytogenetickd analyza umozni individualizaci sledovani a 1écby
pacientll s mozkovymi gliomy.

Nas tym pokracuje s vyzkumem glidlnich nadorti. RozsSifujeme diagnostiku téchto
nadortt o nové markery (napt. IDHI a IDH2, BRAF, methyla¢ni analyzu nékterych gent,
predevsim MGMT). Zamétujeme se na skupinu nizkostupiiovych gliomt, u kterych budeme
pomoci magnetické rezonan¢ni spektroskopie a pozitronové emisni tomografie hledat v téchto
nadorech mista s vys§im rizikem maligniho zvratu, z téchto suspektnich mist stereotakticky
odebirat vzorky tkan¢ a téchto vzorkd budeme provadét cytogenetickou analyzu a expresni
profilovani s cilem najit rizikovy profil téchto nadorti, kde budeme piedpokladat diive
nastupujici upgrading a progresi nadoru do nadort vyssiho grade. V tomto tkolu vyuzijeme i

poznatky zjisténé a publikované v této praci.
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8. Obrazova priloha

Obr. 2. Difuzni astrocytom, MRI vySetfeni mozku, T1 a T2 vaZeny obraz
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Obr. 3. Histologicky obraz difuzniho astrocytomu, barveni HE

Obr. 4. Glioblastom, histologicky obraz, barveni HE
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Obr. 5. Oligodendrogliom, histologicky obraz, barveni HE
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Obr. 6. Delece RB1
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Obr. 7. Bialelicka delece CDKN2A
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Obr. 8. Monosomie chromosomu 10

Obr. 9. Amplifikace EGFR (double minutes), trisomie chromosomu 7
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Obr. 10. Delece 1p36
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Obr. 11. Delece 19q13.3
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£ €. TK| Muz Zena | zije | vék pfidg. | prvni pfiznak | vék p¥i OP [ KPS| OS od OP (MM) | celk. OS (MM) lok Ki-67 | Nekroza | At. mitozy | Mikrovask. prolif
m . 15 M 1 14,66 loZiskovy ndlez 15,83 90 95,53 109,53 optikus 0,5 ne ne ne

m .m 38 M 1 35,27 loziskovy ndlez 35,49 90 91,87 94,53 IV. komora 0 ne ne ano

m ' 205 F 1 17,69 cefalea 17,79 100 71,37 72,57 mozecek nd ne ne ano

wW m, 237 F 1 35,52 loZiskovy ndlez 35,53 90 67,33 67,50 Cca-7 1 ne ne ne

2 .m 365 F 1 32,85 epi 34,86 100 49,33 73,43 FP dx nd ne ne ne

m 372 M 1 15,20 loZiskovy ndlez 17,53 90 47,50 75,53 optikus nd ne ne ne

a 383 M 1 21,90 cefalea 21,96 90 44,47 45,20 mozecek nd ne ne ne
Tab. 25. Pohlavi: M - muz, F - Zena; Zije: 0 - pacient zemfrel, 1 - pacient Zije (k 31.3.2012); vék pfi dg.: v letech; KPS - Karnofsky skére,

resekce: B - biopsie, PR - parcialni resekce, RR - radikalni resekce; vék pri OP: v letech; OS od OP: pfeziti od operace (v mésicich),
lok: lokalizace nadoru (F - frontalné, P - parietdlné, T - temporalné, O - okcipitalné, CC - corpus callosum); Ki-67: prolif. index;
nd - neprovedeno; Mikrovask. prolif: mikrovaskularni proliferace
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€. TK | Muz Zena | Zije | vék pfi dg. prvni pfiznak KPS | resekce | vék pfi OP | OS od OP (MM) | celk. OS (MM) lok Ki-67 | Nekroza | At. mitozy | Mikrovask. prolif
9 F 1 26,88 epi 100 PR 26,93 96,53 97,17 F sin 1 ne ne ne
13 M 0 28,44 epi 90 PR 31,97 16,40 58,70 TP dx 0,5 ne ne ne
22 M 0 37,26 epi 100 RR 38,36 25,87 39,10 F sin 2 ne ne ne
26 M 0 34,14 epi 100 PR 37,03 58,97 93,57 FT sin 1 ne ne ne
28 F 0 39,98 epi 100 PR 50,96 84,23 215,97 TP sin 0.5 ne ne ne
29 M 1 36,24 epi 90 PR 39,24 93,50 129,53 F dx 1 ne ne ne
36 F 0 61,23 org. psychosyndrom 60 B 61,26 1,27 1,67 CCaFdx 1 ne ne ne
52 M 1 30,99 epi 100 RR 33,99 90,53 126,53 T dx nd ne ne ne
75 M 0 27,80 IC hypertenze 100 PR 28,12 55,93 59,70 T dx 1 ne ne ne
79 F 1 21,83 epi 100 PR 21,85 87,27 87,53 F dx 5 ne ne ne
85 M 1 29,50 epi 100 PR 29,52 86,33 86,60 F dx nd ne ne ne
87 M 0 25,93 epi 90 PR 29,55 11,73 55,13 FTP dx 0,5 ne ne ne
97 F 0 41,19 cefalea 90 RR 41,70 31,47 37,53 F sin nd ne ne ne
m 106 M 0 57,33 epi 90 PR 57,65 64,00 67,83 T dx 1 ne ne ne
M 122 F 0 53,11 epi 90 PR 59,11 18,23 90,23 FT sin 1 ne ne ne
.m. 125 F 0 30,28 epi 80 PR 34,25 6,37 54,00 FT sin nd ne ne ne
.m 136 F 0 27,82 IC hypertenze 70 B 27,91 1,77 2,77 T dx 0,5 ne ne ne
m 153 F 0 24,25 cefalea 90 RR 24,78 59,53 65,87 F sin 1 ne ne ne
S| 154 F 0 57,68 porucha paméti 90 B 58,15 0,70 6,33 FT sin 1 ne ne ne
W 160 M 0 28,34 epi 100 B 33,44 29,30 90,50 FTP dx nd ne ne ne
m 210 F 0 45,09 epi 100 PR 45,69 32,30 39,50 FT sin nd ne ne ne
m 217 M 1 36,64 epi 100 PR 38,54 69,83 92,57 F sin nd ne ne ne
.m 219 M 0 43,20 epi 100 PR 43,28 65,90 66,80 F sin 1 ne ne ne
8| 232 M 0 71,78 loZiskovy nalez 70 B 72,04 1,67 4,83 thalamus dx nd ne ne ne
236 F 1 50,77 epi 90 PR 58,94 67,47 165,53 T sin 1 ne ne ne
270 F 1 48,97 epi 90 B 49,32 62,30 66,53 F+CC nd ne ne ne
274 M 0 53,60 IC hypertenze 80 PR 53,66 1,40 2,10 TP dx nd ne ne ne
280 M 0 35,97 loZiskovy ndlez 80 PR 40,06 9,50 58,53 pons nd ne ne ne
281 F 0 30,90 asympt 100 PR 31,23 17,97 21,97 TP dx 15 ne ne ne
282 M 0 57,99 org. psychosyndrom 80 PR 58,08 14,23 15,37 F sin nd ne ne ne
294 M 1 30,71 epi 100 RR 31,53 58,70 68,53 F sin 7 ne ne ne
295 M 1 31,63 epi 70 PR 35,58 58,47 105,87 F dx nd ne ne ne
310 M 1 29,68 epi 80 PR 29,71 56,50 56,83 FT dx 3 ne ano ne
319 M 0 30,90 loZiskovy ndlez 80 PR 30,96 39,53 40,27 FTP dx 1 ne ne ne
362 M 1 30,46 epi 100 PR 33,32 49,60 83,83 P dx nd ne ne ne
373 M 1 29,34 epi 100 RR 30,11 47,23 56,53 F dx nd ne ne ne
382 M 1 15,02 epi 100 RR 18,94 44,57 91,53 F dx 1 ne ne ne
395 F 1 47,89 epi 100 RR 47,94 41,33 42,00 T dx 3 ne ne ne

Tab. 26. Pohlavi: M - muz, F - Zena; Zije: O - pacient zemfel, 1 - pacient Zije (k 31.3.2012); vék pfi dg.: v letech; KPS - Karnofsky skore;
resekce: B - biopsie, PR - parcidlni resekce, RR - radikalni resekce; vék pfi OP: v letech; OS od OP: preziti od operace (v mésicich);
lok: lokalizace nadoru (F - frontdlné, P - parietdlné, T - temporalné, O - okcipitalné, CC - corpus callosum);

Ki-67: prolif. nd - neprovedeno; Mikrovask. prolif: mikrovaskuldrni proliferace; 0 - polyploidie, 1 - jina aberace, 2 - bez aberace




Difuzni astrocytom zdrojova data

polyploidie | monosomie 10 | amplifikace EGFR | delece(p16) | delece(RB1) | trisomie 7 | delece 1p | delece 19q | monosomie 13 | monosomie 17 | poly/jina

ano ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ano ne ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ano ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ano ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ano ano ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ano 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ne ne ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ano ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ne ne ne ne ne ne ano ano ne ne 2
ne ano ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 1
ne ano ne ano ne ano ne ne ne ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0




¢. TK | Muz_zena | vék p¥i dg. | zije prvni pfiznak KPS | resekce | vék p¥i OP | OS od OP (MM) | celk. OS (MM) lok Ki-67 | Nekroza | At. mitozy | Mikrovask. prolif
3 F 24,64 0 cefalea 80 RR 29,29 50,73 106,60 mozecek nd ano ano ano
5 F 54,74 0 epi 90 B 54,97 0,80 3,57 FT sin nd ne ano ne
32 M 28,28 0 epi 80 PR 31,26 3,60 39,37 FP dx nd ne ano ne
41 M 26,39 0 epi 90 PR 29,66 41,97 81,30 F sin nd ne ne ano
51 F 35,06 0 epi 90 PR 43,30 43,30 142,27 F dx nd ne ano ano
55 M 68,72 0 loZiskovy nalez 90 PR 68,78 12,63 13,37 Tsin nd ne ano ne
57 F 33,92 0 IC hypertenze 90 PR 34,23 22,67 26,43 P sin nd ne ano ano
73 F 66,82 0 loZiskovy nalez 70 PR 66,98 1,40 3,27 Tsin nd ne ano ano
m 83 M 55,41 0 loZiskovy nalez 70 PR 55,45 1,10 1,50 P sin nd ne ano ne
,.m 94 M 27,83 1 epi 90 PR 27,98 85,67 87,53 T sin nd ne ano ano
.W 104 M 30,93 0 epi 80 PR 31,09 11,80 13,70 P sin 1 ne ano ano
M 105 F 30,84 1 epi 90 RR 30,85 84,30 84,43 F dx. 10 ne ano ne
m 118 F 58,27 0 epi 80 PR 58,28 13,00 13,07 F sin nd ne ano ano
)
m 120 F 66,74 0 cefalea 80 PR 66,84 11,00 12,13 TPO dx nd ne ano ne
m 138 M 45,99 0 loZiskovy nalez 80 PR 46,13 4,37 6,03 FT sin nd ne ano ne
m 184 M 55,69 0 org. psychosyndrom 70 B 56,02 2,17 6,13 OsinaCC nd ne ano ne
hoa. 197 F 38,20 0 jiné 70 B 38,30 5,47 6,43 thalamus dx nd ne ano ne
m 231 F 66,02 0 loZiskovy nalez 70 RR 66,11 12,93 14,00 Fsin 45 ne ano ne
263 M 39,89 0 cefalea 90 PR 43,61 7,30 51,90 FdxaCC nd ne ano ne
275 F 39,98 0 epi 90 PR 53,63 52,23 215,97 T sin nd ne ne ano
301 M 64,24 0 org. psychosyndrom 70 B 64,32 0,57 1,50 hypothalamus nd ne ne ano
320 F 31,19 0 epi 90 PR 34,38 28,03 66,23 T sin 20 ne ano ne
341 M 57,21 0 epi 90 PR 58,84 9,83 29,30 T sin 15 ne ne ne
347 M 64,31 0 loZiskovy nalez 90 RR 64,48 8,77 10,83 T dx 25 ne ano ne
349 M 28,23 1 epi 100 PR 28,93 52,07 60,53 FT dx 10 ne ne ne
359 M 50,42 1 epi 100 PR 51,39 49,87 61,53 P sin nd ne ano ne
398 M 27,85 0 epi 100 PR 35,46 31,53 122,80 F sin 15 ne ano ne
Tab. 27. Pohlavi: M - muz, F - Zena; Zije: O - pacient zemftel, 1 - pacient Zije (k 31.3.2012); vék pfi dg.: v letech; KPS - Karnofsky skére,

resekce: B - biopsie, PR - parcialni resekce, RR - radikalni resekce; vék pfi OP: v letech; OS od OP: preziti od operace (v mésicich),

lok: lokalizace nadoru (F - frontalné, P - parietalné, T - temporalné, O - okcipitalné, CC - corpus callosum); Ki-67: prolif. index;

nd - neprovedeno; Mikrovask. prolif: mikrovaskularni proliferace; 0 - ne, 1 - ano




Anaplasticky astrocytom zdrojova data

polyploidie | monosomie 10 | amplifikace EGFR | delece(p16) | delece(RB1) | trisomie 7 | trisomie 9 | monosomie 9 | monosomie 17 | polyploidie | delece(p16) | jiné

ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1 0 0
ano ne ano ano ano ano ne ne ne 1 1 1
ano ne ne ano ano ne ne ne ne 1 1 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1 0 0
ano ne ne ano ne ne ne ne ne 1 1 0
ne ne ne ano ne ne ne ne ne 0 1 0
ano ne ne ano ne ne ne ano ne 1 1 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1 0 0
ne ne ne ne ano ne ne ne ne 0 0 1
ano ne ne ano ne ne ne ne ne 1 1 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1 0 0
ano ne ne ano ne ne ne ne ne 1 1 0
ano ne ne ano ne ne ne ne ano 1 1 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1 0 0
ne ne ne ne ne ano ne ne ne 0 0 1
nd nd nd nd nd nd nd nd nd

ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0
ano ne ne ne ne ano ne ne ne 1 0 1
ano ne ne ne ne ano ne ne ne 1 0 1
ne ano ne ne ne ne ne ne ne 0 0 1
ne ano ne ano ne ano ne ne ne 0 1 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0
ne ne ne ano ne ne ne ne ne 0 1 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1 0 0




Glioblastom zdrojova data

€. TK| Muz zena | zije| vék pfi dg. prvni pfiznak KPS| resekce | vék pii OP | OS od OP (MM) | celk. OS (MM) lok Ki-67 | Nekroza | At. mitozy | Mikrovask. prolif
12 M 0 49,80 loZiskovy nalez 100 PR 49,99 14,67 16,93 FT dx nd ano ano ano
17 M 0 79,56 loZiskovy nalez 80 PR 79,66 5,13 6,33 T dx nd ano ano ano
20 M 0 55,66 epi 90 PR 56,00 11,33 15,33 F sin 2 ano ano ano
33 M 0 44,69 epi 90 PR 45,10 27,93 32,83 FT sin nd ano ano ano
39 F 0 75,59 IC hypertenze 80 PR 75,61 0,67 0,90 F sin nd ano ano ano
42 M 0 58,83 epi 100 PR 59,07 9,43 12,37 O dx nd ano ano ano
47 M 0 45,89 epi 90 RR 46,35 18,73 24,23 T dx 30 ano ano ano
49 F 0 68,71 loZiskovy nalez 70 B 68,77 3,07 3,77 P dx nd ano ano ano
50 F 0 40,21 cefalea 90 RR 40,23 15,60 15,83 P sin 10 ano ne ano
53 F 0 73,81 org. psychosyndrom 80 PR 73,98 3,07 5,07 FTP sin nd ne ne ne
56 M 0 63,54 loziskovy nalez 80 RR 63,66 13,20 14,67 T sin nd ano ano ano
58 M 0 73,99 loZiskovy nalez 80 PR 74,07 3,23 4,10 PO sin nd ano ano ano
62 F 0 65,24 cefalea 80 PR 65,29 18,40 19,10 F dx nd ano ano ano
68 F 0 65,71 org. psychosyndrom 80 PR 65,82 1,67 3,00 O dxacCC nd ano ano ne
71 F 0 58,10 loziskovy nalez 90 RR 58,20 6,80 7,97 BGG dx nd ano ne ne
72 M 0 59,90 loZiskovy nalez 90 B 59,99 2,50 3,57 TP dx nd ano ne ano
74 F 0 61,54 cefalea 70 B 61,80 2,73 5,83 cc nd ano ne ano
76 M 0 61,11 epi 70 PR 61,29 4,13 6,20 Fsin 25 ano ano ano
77 F 0 58,09 cefalea 90 PR 58,12 6,27 6,63 F dx 40 ano ano ano
80 M 0 65,21 cefalea 90 PR 65,26 6,93 7,53 T dx 40 ano ano ano
81 F 0 59,25 loZiskovy nalez 60 B 59,33 1,13 2,10 cc 12 ano ne ne
82 M 0 66,35 org. psychosyndrom 80 PR 66,38 10,67 11,00 F sin 20 ano ano ano
88 M 0 63,60 loZiskovy nalez 50 PR 63,67 0,30 1,17 T dx nd ano ano ne
89 M 0 69,27 loziskovy nalez 100 PR 69,48 7,57 10,13 F dx 15 ano ano ano
91 M 0 59,91 cefalea 80 PR 59,93 17,80 18,00 O dx nd ano ano ano
92 F 0 52,68 epi 100 PR 52,75 2,67 3,53 Osin nd ano ano ano
96 M 0 65,65 loZiskovy nalez 80 B 65,82 7,83 9,87 P sin nd ano ano ano
98 M 0 71,78 cefalea 90 PR 71,87 14,07 15,20 F dx nd ano ano ano
100 M 0 51,78 epi 100 RR 51,84 40,87 41,60 T dx nd ano ano ano
103 M 0 48,25 loZiskovy nalez 80 B 48,34 3,83 4,93 F dx nd ano ano ano
107 F 0 48,61 epi 100 PR 48,68 43,77 44,57 T sin nd ano ano ano
111 M 0 52,59 loziskovy nalez 80 PR 52,84 11,10 14,13 F sin 30 ano ano ano
113 M 0 58,47 loZiskovy nalez 90 PR 58,56 6,17 7,17 P sin nd ano ano ano
121 M 0 67,69 org. psychosyndrom 80 PR 67,86 14,97 17,00 F sin nd ano ano ano
123 M 0 54,65 epi 90 PR 55,25 2,23 9,43 T sin nd ano ano ano
124 F 0 83,94 loZiskovy nalez 90 B 83,96 3,47 3,77 F dx 8 ano ano ano
126 M 0 72,76 epi 90 PR 73,06 6,80 10,40 T dx nd ano ano ano




Glioblastom zdrojova data

polyploidie | monosomie 10 | amplifikace EGFR | delece(p16) | delece(RB1) | trisomie 7 | monosomie 9 | trisomie 17 | monosomie 13 | delece p53 | jiné/neg

ano ne ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ano ano ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ne ano ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ne ano ano ano ne ne ne ne ne ne 1
ne ano ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ano ano ne ne ne ano ne ne ne ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ne ano ano ano ne ano ne ne ne ne 1
ne ano ano ano ano ne ne ne ne ne 1
ne ano ne ano ne ano ne ne ne ne 1
ne ano ne ne ne ano ne ano ne ne 1
ano ne ne ne ne ano ne ne ne ne 1
ne ano ano ano ne ne ne ne ne ne 1
ne ano ne ano ne ano ne ne ne ne 1
ano ne ano ne ne ne ne ne ne ne 1
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

ne ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ne ano ne ne 1
ano ne ano ano ne ano ne ne ne ne 1
ano ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1
ne ne ano ano ano ne ne ne ne ne 1
ano ano ne ano ne ano ne ne ne ne 1
ne ano ano ano ne ne ne ne ne ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ano ano ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ano ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne 2
ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ano ano ne ne ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ne ano ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ne ano ne ne ne ne 1
ne ano ne ano ne ano ne ne ne ne 1
ano ano ne ne ne ne ne ne ne ne 1
ano ne ne ne ne ano ne ne ne ne 1
ne ano ne ne ne ano ne ne ne ne 1
ne ano ano ano ne ano ne ne ne ne 1




Glioblastom zdrojova data

127 M 0 72,53 org. psychosyndrom 60 PR 72,71 4,13 6,30 P sin nd ano ano ano
130 M 0 67,39 org. psychosyndrom 60 B 67,41 0,93 1,20 FdxaCC nd ano ano ano
132 M 0 66,97 epi 80 B 67,03 1,97 2,63 CcC nd ano ano ano
134 M 0 50,67 epi 60 PR 51,69 2,70 14,93 T sin nd ano ano ano
135 M 0 67,29 epi 80 PR 67,30 4,60 4,70 O sin nd ne ano ano
139 M 0 46,43 cefalea 100 PR 46,51 15,93 16,90 F dx nd ano ano ano
140 M 0 55,56 cefalea 90 RR 55,61 11,30 11,90 T dx nd ano ano ano
141 F 0 56,44 epi 90 RR 57,30 56,33 66,70 FT sin 25 ano ano ano
142 F 0 55,10 epi 100 RR 55,15 13,67 14,27 T dx nd ano ano ano
143 M 0 41,16 cefalea 60 PR 41,23 0,03 0,93 T dx nd ano ano ano
144 M 0 54,68 loZiskovy nalez 90 PR 54,78 1,03 2,20 F sin nd ano ano ano
146 M 0 67,33 org. psychosyndrom 90 PR 67,36 10,90 11,27 F sin nd ano ano ano
147 M 0 53,17 porucha paméti 80 PR 53,35 1,60 3,73 cc nd ano ano ano
156 M 0 59,27 cefalea 90 PR 59,34 2,73 3,53 TO dx nd ano ano ano
158 M 0 57,74 loZiskovy nalez 90 PR 57,86 10,40 11,83 F dx nd ano ano ano
163 F 0 75,70 loziskovy nalez 80 PR 75,84 4,53 6,23 P sin nd ano ano ano
166 M 0 47,84 cefalea 80 PR 47,90 17,80 18,47 F dx nd ano ano ano
172 M 0 70,47 org. psychosyndrom 70 PR 70,94 1,57 7,20 TP dx nd ano ano ano
173 F 0 37,99 cefalea 80 B 38,57 6,50 13,50 P sin nd ano ano ano
175 M 0 45,22 epi 70 PR 48,59 3,40 43,93 F dx. 15 ne ano ano
176 M 0 34,87 loZiskovy nalez 90 PR 34,94 19,53 20,30 T sin nd ano ano ano
177 F 0 54,82 org. psychosyndrom 70 RR 54,86 3,73 4,20 F dx. nd ano ano ano
181 F 0 58,54 cefalea 80 PR 58,59 6,23 6,77 T dx nd ano ano ano
182 M 0 63,06 epi 80 PR 63,07 4,60 4,77 P sin nd ano ano ano
189 F 0 61,84 loziskovy nalez 90 PR 62,03 3,67 5,87 TP dx nd ano ano ano
199 M 0 65,13 loZiskovy nalez 90 PR 65,23 0,63 1,83 PO sin nd ano ano ano
201 F 0 60,21 porucha paméti 90 RR 60,31 58,43 59,70 TP dx nd ano ano ano
203 F 0 67,85 loZiskovy nalez 60 B 67,95 3,07 4,27 TPO dx nd ano ano ano
208 F 0 73,15 cefalea 50 PR 73,22 0,17 1,03 PO dx nd ano ano ano
212 M 0 73,11 loZiskovy nalez 80 PR 72,19 14,17 3,07 PO sin nd ano ano ano
213 M 0 64,70 cefalea 80 PR 64,74 1,57 2,07 T dx 45 ano ano ano
215 F 0 58,09 porucha paméti 80 PR 58,19 19,20 20,27 T sin 45 ano ano ano
216 F 0 57,89 epi 90 PR 58,27 3,50 8,07 FT dx nd ano ano ano
220 M 0 63,53 loZiskovy nalez 90 RR 63,70 5,47 7,57 T dx nd ano ano ano
221 M 0 76,85 epi 80 PR 76,94 2,77 3,83 TO dx 20 ano ano ano
222 M 0 59,87 porucha paméti 90 PR 60,00 4,30 5,83 PO sin nd ano ano ano
224 F 0 82,35 loZiskovy nalez 60 B 82,78 0,53 5,67 T sin nd ano ano ne
226 F 0 56,39 cefalea 70 PR 56,57 9,30 11,40 T dx nd ano ano ne




Glioblastom zdrojova data
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Glioblastom zdrojova data

229 F 0 33,87 epi 80 RR 38,30 15,93 69,10 F sin 40 ano ano ano
238 F 0 72,64 org. psychosyndrom 50 RR 72,66 0,57 0,90 F sin nd ano ano ano
240 F 0 54,27 org. psychosyndrom 80 RR 54,28 8,03 8,17 Fsin nd ano ano ano
244 M 0 69,06 org. psychosyndrom 60 PR 69,10 1,00 1,43 FT dx nd ano ano ano
246 M 0 72,72 jiné 90 PR 72,91 4,90 7,17 FT dx nd ano ano ano
247 M 0 55,70 loZiskovy nalez 80 B 55,89 14,63 17,00 F dx nd ano ano ano
259 M 0 47,97 org. psychosyndrom 90 RR 48,00 23,27 23,60 F sin nd ano ano ano
261 F 0 55,14 loZiskovy nalez 90 RR 55,16 15,37 15,60 P sin nd ano ano ano
262 F 0 65,63 cefalea 70 PR 65,74 0,93 2,30 T dx nd ano ano ano
271 M 0 64,64 loZiskovy nalez 80 PR 64,73 6,47 7,50 TP sin nd ano ano ano
272 M 0 56,96 cefalea 90 PR 57,47 2,67 8,77 PO dx nd ano ano ne
276 F 0 62,60 loziskovy nalez 80 PR 62,68 2,37 3,30 FT sin nd ano ano ano
278 F 0 51,44 epi 100 PR 51,64 38,17 40,50 P sin 15 ne ano ano
283 F 0 48,90 loZiskovy nalez 90 RR 49,01 10,83 12,13 P sin nd ano ano ano
284 F 0 64,70 loZiskovy nalez 90 RR 64,75 6,57 7,13 TP dx 20 ano ano ano
286 M 0 69,65 epi 90 PR 69,70 16,93 17,53 P dx nd ano ano ano
287 M 0 58,34 cefalea 80 PR 58,43 24,80 25,90 FTP dx nd ano ano ne
290 F 1 27,33 epi 100 RR 32,43 59,23 120,53 F dx nd ano ano ano
292 M 0 62,39 epi 100 RR 62,75 12,10 16,40 P sin nd ano ano ano
296 M 1 26,45 epi 100 RR 26,78 58,43 62,43 T sin nd ano ano ano
298 F 0 52,13 epi 80 RR 55,78 13,60 57,33 T dx nd ne ano ne
299 M 0 58,62 loZiskovy nalez 60 PR 61,40 0,63 34,00 Ossin nd ano ano ano
300 M 0 51,26 loZiskovy nalez 90 RR 51,29 19,63 20,03 T dx nd ano ano ano
309 M 0 43,08 cefalea 80 B 43,11 1,93 2,30 cc nd ano ano ano
312 F 0 73,88 porucha paméti 60 PR 74,05 1,67 3,73 T dx nd ano ano ano
317 M 0 66,07 cefalea 90 PR 66,27 1,10 3,43 T sin nd ano ano ano
318 F 0 32,28 epi 80 RR 32,32 5,63 6,07 FP sin 20 ano ano ano
321 M 0 52,20 loZiskovy nalez 80 PR 52,63 17,73 22,97 F dx nd ano ano ano
331 M 0 77,27 epi 80 PR 77,54 3,13 6,30 T dx nd ano ano ano
333 F 0 61,51 epi 90 PR 61,63 9,40 10,87 T dx. 2 ne ano ne
334 F 1 34,42 jiné 100 PR 34,62 54,17 56,53 F dx 25 ano ano ano
337 M 0 63,47 loZiskovy nalez 70 PR 63,54 11,27 12,10 PO sin nd ano ano ano
338 M 0 65,51 loziskovy nalez 60 PR 65,53 5,60 5,90 F sin nd ano ano ano
340 M 0 61,74 epi 80 PR 61,84 7,23 8,40 F dx nd ano ne ano
346 M 0 62,99 cefalea 80 PR 63,08 1,17 2,33 FT dx nd ano ano ano
348 M 0 58,69 loZiskovy nalez 90 PR 58,73 9,13 9,60 FT sin 40 ano ano ano
350 M 0 55,76 org. psychosyndrom 90 B 55,77 0,70 0,83 F dx nd ano ano ano
351 F 0 58,84 epi 90 PR 58,89 3,67 4,20 P dx 15 ano ano ano
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352 M 0 38,13 epi 90 RR 38,15 18,20 18,47 F sin 25 ano ano ano
354 F 0 64,51 loZiskovy nalez 90 PR 64,56 7,97 8,57 P sin 20 ano ne ano
355 M 0 71,29 loZiskovy nalez 70 B 71,34 0,00 0,60 TP dx nd ano ano ano
356 F 0 66,04 org. psychosyndrom 80 PR 66,20 10,80 12,77 F dx 40 ano ano ano
358 M 0 58,67 cefalea 80 PR 58,71 2,13 2,67 T dx nd ano ano ano
360 F 0 65,42 cefalea 80 B 65,65 2,07 4,83 POdxaCC| nd ano ano ano
363 M 0 53,67 loZiskovy nalez 80 B 53,73 3,57 4,33 F sin 15 ano ano ano
366 M 0 44,41 epi 100 PR 44,42 22,67 22,83 P dx nd ano ano ano
369 F 0 57,66 porucha paméti 100 RR 57,75 28,97 30,10 PO dx nd ano ano ano
370 F 0 68,95 org. psychosyndrom 90 RR 69,05 0,67 1,87 T dx 8 ano ano ano
371 F 0 54,67 loZiskovy nalez 90 PR 54,73 11,17 11,80 F dx nd ano ano ano
375 F 0 43,01 IC hypertenze 20 PR 43,02 0,33 0,50 FaCC nd ano ano ano
© 376 F 0 72,43 cefalea 100 PR 72,68 5,90 8,83 T dx nd ano ne ne
.m 379 F 0 70,13 loZiskovy nalez 90 RR 70,28 12,77 14,57 Osin nd ano ano ano
”W 384 M 0 59,61 epi 100 PR 59,84 11,50 14,23 T dx nd ano ano ano
.rm 385 F 0 55,56 org. psychosyndrom 80 B 55,59 2,60 2,90 F sin 25 ano ano ano
m 386 M 0 56,15 cefalea 100 RR 56,23 16,53 17,50 T dx nd ano ano ano
m 387 M 0 52,44 epi 90 B 52,51 3,33 4,20 P sin 30 ano ano ano
m 388 F 0 42,89 loZiskovy nélez 90 RR 43,08 10,53 12,80 FP sin 30 ano ano ano
© 389 M 0 64,04 epi 80 RR 64,05 9,87 10,07 F dx 15 ano ano ano
390 F 1 50,73 epi 90 RR 50,82 40,87 42,00 F dx 20 ano ano ano
393 F 0 65,69 org. psychosyndrom 60 PR 65,75 2,80 3,57 F sin nd ano ano ano
394 F 0 76,55 jiné 100 RR 76,68 6,00 7,53 T sin 30 ano ano ano
400 M 0 48,82 epi 70 RR 52,78 18,33 65,87 P sin 15 ano ano ano
407 M 0 45,13 epi 100 PR 45,17 7,60 8,07 Fsina CC nd ano ano ano
409 M 0 43,16 porucha paméti 90 RR 43,44 33,30 36,73 F sin nd ano ano ano
412 F 0 64,70 epi 80 B 64,98 0,70 4,07 TP sin 15 ne ano ano
413 F 0 74,46 loZiskovy nalez 90 B 74,52 2,20 2,97 F dx nd ano ne ano
420 M 0 61,81 loziskovy nalez 90 RR 61,87 12,10 12,83 O dx 40 ano ano ano
423 F 1 28,09 epi 100 RR 28,15 31,17 31,87 F sin 25 ano ano ano
424 M 0 45,53 epi 100 PR 45,73 16,90 19,40 P dx nd ano ano ano
426 F 0 39,54 loZiskovy nalez 90 PR 39,63 26,30 27,47 P sin nd ano ano ano
Tab. 28. Pohlavi: M - muz, F - Zena; zije: 0 - pacient zemfel, 1 - pacient Zije (k 31.3.2012); vék pfi dg.: v letech; KPS - Karnofsky skore,

resekce: B - biopsie, PR - parcidlni resekce, RR - radikalni resekce; vék pfi OP: v letech; OS od OP: preZiti od operace (v mésicich),

lok: lokalizace nadoru (F - frontalné, P - parietdlné, T - temporalné, O - okcipitadlné, CC - corpus callosum, BGG - basalni ganglia); Ki-67: prolif. index;

nd - neprovedeno; Mikrovask. prolif: mikrovaskularni proliferace; 0 - ne, 1 - ano; jiné/neg: 0 - polyploidie, 1 - jina aberace, 2 - neg. nélez
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€. TK| Muz Zzena | Zije | vék pri dg.| prvni priznak | KPS| resekce | vék pii OP | OS od OP (MM) | celk. OS (MM) | lok | Ki-67 | Nekroza | At. mitozy| Mikrovask. prolif
4 F 0 55,71 epi 80 PR 56,84 8,93 22,53 F dx 1 ne ne ne
27 M 0 23,41 loZiskovy nalez 90 RR 26,56 51,10 88,83 F dx 5 ne ne ne
145 F 1 31,33 epi 100 RR 37,50 77,60 151,60 F sin 5 ne ne ne
169 F 1 53,53 loZiskovy nalez 90 PR 57,63 75,63 124,87 F sin nd ne ne ne
s | 171 M 1 29,58 epi 90 RR 29,64 75,33 76,00 F dx nd ne ne ne
,.m 191 F 0 34,70 epi 80 B 42,57 0,07 94,57 T dx nd ne ne ne
.W. 195 M 0 40,78 epi 100 PR 53,56 3,53 157,00 F dx 15 ne ne ne
T | 198 M 1 43,15 epi 100 PR 50,95 71,87 165,53 T dx 8 ne ano ne
m 243 M 0 67,42 epi 80 PR 72,93 1,63 67,77 Fsin | 05 ne ne ne
Mo 255 F 1 57,71 jiné 100 RR 57,74 64,60 65,00 F dx nd ne ne ne
m 285 M 1 36,61 epi 100 PR 39,53 59,50 94,53 T dx. 3 ne ne ne
..mh, 314 F 0 39,43 epi 80 RR 41,63 26,63 52,97 F sin nd ne ne ne
© | 322 M 0 33,29 epi 80 B 41,48 45,23 143,50 F dx 15 ne ne ne
378 F 1 41,42 cefalea 90 RR 42,62 45,70 60,07 F sin 2 ne ne ne
392 F 1 51,56 cefalea 100 PR 51,59 42,20 42,53 F dx 5 ne ne ne
396 F 1 51,68 epi 100 PR 60,74 41,33 150,10 T dx nd ne ne ne
401 M 1 50,79 epi 90 PR 50,91 40,60 42,00 PO sin 2 ne ne ne
440 M 1 30,72 epi 100 B 31,64 26,57 37,53 FT sin nd ne ne ne

Tab. 29. Pohlavi: M - muz, F - Zena; Zije: 0 - pacient zemfel, 1 - pacient Zije (k 31.3.2012); vék pfi dg.: v letech; KPS - Karnofsky skére,

resekce: B - biopsie, PR - parcialni resekce, RR - radikalni resekce; vék pfi OP: v letech; OS od OP: preziti od operace (v mésicich),

lok: lokalizace nadoru (F - frontalné, P - parietdlné, T - temporalné, O - okcipitalné, CC - corpus callosum); Ki-67: prolif. index;

nd - neprovedeno; Mikrovask. prolif: mikrovaskularni proliferace; 0 - ne, 1 - ano




Oligodendrogliom zdrojova data

polyploidie | monosomie 10 | amplifikace EGFR | delece(p16) | delece(RB1) | trisomie 7 | delece 1p | delece 19q | monosomie 17 | 1p/19q
ano ne ano ne ne ne ano ano ne 1
ano ano ne ne ne ne ano ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ano ano ano 1
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ano ne ne ne ne ano ano ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ano ano ano 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0
ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1




€. TK | Pohlavi | Zije | vék pfi dg. prvni priznak KPS | resekce | vék pii OP | OS od OP (MM) | celk. OS (MM) lok Ki-67 Nekroza At. mitozy | Mikrovask. prolif
6 M 0 35,77 IC hypertenze 100 RR 40,33 83,90 138,70 F sin loZisk. vysoka ne ano ne
37 F 0 54,41 cefalea 90 PR 54,48 15,77 16,67 F sin nd ano ano ano
64 M 0 36,89 cefalea 90 RR 38,64 38,27 59,17 P sin 20 ne ne ne
67 F 0 38,04 IC hypertenze 100 PR 38,28 74,10 76,97 FdxacCC nd ne ano ano
101 M 0 58,31 loZiskovy nalez 100 PR 58,83 36,47 42,67 P dx nd ne ano ano
128 F 1 51,60 epi 100 RR 52,59 80,57 92,53 TP dx 6 ne ano ne
150 M 0 23,41 loZiskovy nalez 90 PR 27,92 34,70 88,83 F dx nd ano ano ano
m 168 F 0 62,12 org. psychosyndrom 70 PR 62,17 25,93 26,50 F dx 20 ne ne ano
,m 174 F 0 61,84 loZiskovy nalez 70 PR 61,92 4,97 5,87 T dx nd ano ano ano
.m 179 M 1 30,73 epi 90 RR 41,02 74,13 197,53 F sin nd ano ano ano
m 186 F 1 34,27 epi 90 PR 36,71 73,47 102,83 FT dx 10 ano ano ano
mo 188 M 0 45,56 epi 100 PR 51,24 12,43 80,60 FT sin 15 ano ne ne
.m 211 M 0 57,38 epi 90 PR 57,42 34,17 34,70 F sin 10 ne ne ne
mc 218 M 1 56,64 loZiskovy nalez 90 RR 56,74 69,83 71,00 PO dx nd ne ano ano
,d 225 M 0 55,41 loZiskovy nalez 90 PR 58,36 24,53 59,93 TO dx nd ne ano ne
W 242 M 1 32,68 epi 90 PR 40,80 57,10 153,80 FP dx 4 ano ano ano
PM. 265 F 0 57,40 org. psychosyndrom | 70 PR 57,50 31,13 32,33 F sin 9 ano ano ano
m 339 F 1 28,38 epi 100 PR 32,16 53,67 99,07 F dx 5 ne ano ne
374 M 0 67,16 epi 80 PR 67,69 3,43 9,73 O sin nd ano ano ano
377 F 0 53,93 epi 90 PR 53,94 29,07 29,23 Fsin 25 ne ano ne
391 M 0 58,71 porucha paméti 70 PR 59,08 20,67 25,13 FT sin nd ano ano ano
439 M 0 31,64 epi 90 RR 42,18 11,47 137,93 T sin nd ano ano ano
444 M 1 41,08 epi 100 RR 45,68 26,30 81,53 TP dx nd ano ano ano
449 M 1 27,98 epi 100 PR 35,55 24,93 115,80 FT sin nd ne ano ne
451 F 1 49,14 epi 100 RR 50,99 24,70 47,00 F dx 15 ne ano ne
454 F 1 23,71 IC hypertenze 90 PR 23,76 23,63 24,30 F dx 10 ano ne ano

Tab 30. Pohlavi: M - muz, F - Zena; Zije: 0 - pacient zemfel, 1 - pacient Zije (k 31.3.2012); vék pfi dg.: v letech; KPS - Karnofsky skére,
resekce: B - biopsie, PR - parcidlni resekce, RR - radikalni resekce; vék pfi OP: v letech; OS od OP: preZiti od operace (v mésicich),
lok: lokalizace nadoru (F - frontalné, P - parietdlné, T - temporalné, O - okcipitalné, CC - corpus callosum); Ki-67: prolif. index;
nd - neprovedeno; Mikrovask. prolif: mikrovaskularni proliferace; 0 - ne, 1 - ano; 1p_19q_jiné: 0 - pouze delece 1p/19q, 1 - delece 1p/19q + jiné
chromosomové aberace, 2 - bez delece 1p/19q




Anaplasticky oligoendrogliom zdrojova data

polyploidie [ monosomie 10 | amplifikace EGFR | delece(p16) | delece(RB1) | trisomie 7 | delece 1p | delece 19q | monosomie 9 | 1p/19q | polyploidie | jind | 1p_19q_jiné
ne ne ne ano ne ne ano ano ano 1 0 1 1
ne ano ne ne ne ne ano ano ano 1 0 1 1
ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1 1 0 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0 2
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0 2
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1 0 0 0
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1 0 0 0
ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1 1 0 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0 2
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1 0 0 0
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1 0 0 0
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1 0 0 0
ne ne ne ano ne ne ano ano ne 1 0 1 1
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 0 1 0 2
ano ne ne ne ne ano ano ano ne 1 1 1 1
ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1 1 0 1
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0 2
ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1 1 0 1
ne ne ano ne ne ne ne ne ne 0 0 1 2
ano ne ne ne ne ne ne ne ne 0 1 0 2
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0 2
ne ne ne ne ne ne ne ne ne 0 0 0 2
ne ne ne ano ne ne ano ano ano 1 0 1 1
ano ne ne ne ne ano ne ne ne 0 1 1 2
ano ne ne ne ne ne ano ano ne 1 1 0 1
ne ne ne ne ne ne ano ano ne 1 0 0 0




m €. TK | Muz Zena | Zije | vék pfi dg. prvni pfiznak KPS | vék pfi OP | OS od OP (MM) | celk. OS (MM) | lok | Ki-67 | Nekroza | At. mitozy | Mikrovask. prolif

o 108 F 1 24,46 epi 100 29,08 84,00 139,47 F sin nd ne ano ne

m m 133 F 0 39,47 loZiskovy nélez 100 39,56 62,30 63,43 F sin 5 ne ano ano

Mo ,.m 183 M 0 30,93 epi 70 31,97 1,23 13,70 P sin nd ne ano ano

,M, W 288 M 0 68,67 org. psychosyndrom 70 69,09 2,37 7,50 P dx nd ano ano ano

.m R| 291 M 0 27,28 epi 100 27,67 24,57 29,23 F dx 30 ano ano ano

m. 293 M 1 32,23 epi 100 32,71 58,73 64,53 F sin nd ano ano ne

< 342 M 0 60,02 cefalea 80 60,11 29,27 30,43 T sin nd ano ne ano
Tab. 31. Pohlavi: M - muz, F - Zena; Zije: 0 - pacient zemfel, 1 - pacient Zije (k 31.3.2012); vék pfi dg.: v letech; KPS - Karnofsky skore,

resekce: B - biopsie, PR - parcialni resekce, RR - radikdlni resekce; vék pfi OP: v letech; OS od OP: preZiti od operace (v mésicich),
lok: lokalizace nadoru (F - frontalné, P - parietalné, T - temporalné, O - okcipitalné, CC - corpus callosum); Ki-67: prolif. index;
nd - neprovedeno; Mikrovask. prolif: mikrovaskularni proliferace




Anaplasticky oligoastrocytom

zdrojova data

polyploidie | delece 1p | delece 19q | monosomie 10 | amplifikace EGFR | delece(p16) | delece(RB1) | trisomie 7
ano ano ano ne ne ne ne ne
ano ano ne ne ne ne ne ne

nd nd nd nd nd nd nd nd
ano ne ne ano ne ne ne ano
ano ne ne ne ne ne ne ne
ano ne ne ne ano ano ne ne
ano ne ne ano ano ano ne ne
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Abstract Specific gene mutations, loss of heterozygosity,
deletions and/or amplifications of entire chromosomal
regions and gene silencing have been described in gliomas.
82 samples from 81 patients were investigated to detect the
deletion of TP53, RB1, CDKN2A genes, deletion of 1p36
and 19q13.3 region, amplification of EGFR gene, trisomy
of chromosome 7 and monosomy of chromosome 10 in
glial cells. Dual-colour interphase fluorescence in situ
hybridization (I-FISH) with locus-specific and/or chromo-
some enumeration DNA probes were used for cytogenetic
analyses. In the study, molecular cytogenetic analyses were
successfully performed in 74 patients (91.3%) and were
uninformative in 7 only (8.7%). The cytogenetic analyses
were correlated with morphological data and clinical
outcome. I-FISH was the essential part of diagnostics. In
comparison with the clinical data, the patients’ age seems
to be a factor more important for the overall survival, rather
than cytogenetic findings in glial tumours. The combined
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deletion of 1p36 and 19q13.3 chromosomal regions pre-
dicts longer overall survival for patients with oligoden-
droglial tumours.

Keywords Glioma - Astrocytoma - Glioblastoma -
Oligodendroglioma - Fluorescence in situ hybridization

Introduction

Gliomas form a heterogenous group of primary neuroepi-
thelial brain tumours, which represent approximately 25%
of all brain tumours in adults [1, 2]. Cytogenetic and
molecular studies of glial tumours performed during the
last decade identified several recurrent, nonrandom genetic
abnormalities associated with different subtypes of glial
tumours [3-5]. Specific gene mutations, loss of heterozy-
gosity, deletions and/or amplifications of entire chromo-
somal regions were described in specific tumours including
gliomas. Gliomas are characterized particularly by chro-
mosomal deletions, inappropriately activated intracellular
signalling pathways, and/or loss of the activity of tumour
suppressor proteins [6—11].

The aim of this prospective study was to perform a
detailed molecular cytogenetic study in a group of patients
with histologically proved brain astrocytic or oligoden-
droglial tumour; to concentrate particularly on the detec-
tion of the most frequent and prognostically most important
chromosomal aberrations described in those tumours so far,
i.e. deletion of genes TP53, RBI, CDKN2A, PTEN,
amplification of EGFR gene, loss of chromosome 10,
deletion of chromosomal regions 1p36 and 19q13.3 in
oligodendroglial tumours, and to compare the results of the
molecular cytogenetic analysis in all patients with mor-
phological and clinical findings.
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Materials and methods
Patients

The study comprises 81 patients with histologically con-
firmed glial tumours (WHO grade I-IV) admitted to the
Department of Neurosurgery of the Ist Medical Faculty
and Central Military Hospital in Prague between March
2004 and December 2005. All studies were carried out on
cells acquired from tumour tissue taken during routinely
performed neurosurgical procedures (82 tumour samples).
Histological analysis was made by two fully trained
pathologists of Department of Pathology in our hospital.
All patients gave written informed consent to the provision
of samples for cytogenetic research purposes in accordance
with the ethical standards of the local ethics committee.
Cytogenetic analysis was performed by Center of Onco-
cytogenetics, General Faculty Hospital in Prague. Every
sample was analysed and confirmed by two cytogeneticists.
In each group the clinical and morphological data were
correlated with cytogenetic analyses. Dual-colour inter-
phase fluorescence in situ hybridization (I-FISH) with lo-
cus-specific (LSI) and/or chromosome enumeration (CEP)
DNA probes were used for cytogenetic analyses. At first,
fresh non-fixed tumour tissue samples were resuspended in
media (PBS, heparine) and further processed using a
standard cytogenetic procedure (hypotonia, fixation).
Standard microscopic preparations for [-FISH were made
from fixed cell suspensions.

Fluorescence in situ hybridization

Dual-colour interphase FISH with LSI and/or CEP DNA
probes (Abbott Vysis™) was carried out according to the
producers’ recommendations to detect the most frequent
chromosomal changes in glial cells. Samples were analysed
by the LSI dual-colour probe sets for the detection of
deletion of TP53, RBI and CDKNZ2A, amplification of
EGFR gene, trisomy of chromosome 7 and monosomy of

Table 1 Type of chromosomal aberration and adequate DNA probe

chromosome 10. Oligodendroglial tumour samples were
also analysed for detection of the 1p36 and the 19ql13
deletion (used probes are listed in Table 1). Cells were
counterstained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole).
Slides were viewed using the fluorescent motorized Axio-
plan II microscope (Zeiss) with appropriate optical filters
by two independent observers. In each case, hybridization
signals of at least 200 tumour cell interphase nuclei were
assessed. The ratio between the numbers of fluorescence
signals of tested and control regions on chromosomes was
calculated. The image was captured by a sensitive CCD
camera and the result was processed by ISIS software
(MetaSystemsTM) for further documentation.

The cut-off value (i.e. the breakpoint for classification of
the findings as positive or negative) was determined using
control group samples obtained by brain tissue resection in
patients who underwent lesionectomy for epilepsy. In these
samples, I-FISH analyses were performed using the same
procedure and appropriate DNA probes. The average value
and the standard deviation for the whole control group
were determined. The breakpoint was defined as the
average value +2 SD, which ensured the level of the
diagnostic test specificity of 97.5% for amplifications and/
or 95.0% for deletions, assuming normal error distribution.

Results
Clinical and morphological data

We examined 82 tissue samples in 81 patients with histo-
logically proven glial tumours (Table 2). There were 48
men and 33 women with overall mean age 48.4 years
(ranging from 15 to 79 years). The patient series was di-
vided into three groups: Group l—low-grade tumours;
Group 2—high-grade astrocytic tumours; Group 3—oli-
godendroglial tumours. Group 1 consisted of 20 patients
(21 samples—2 X pilocytic astrocytoma, 1 X gangliogli-
oma, 16 X fibrillary astrocytoma, 2 X gemistocytic astro-

Chromosomal aberration DNA probe

Label Manufacturer

TP53 deletion
CDKN2A deletion
RB1 deletion

1p36 deletion
19q13.3 deletion
EGFR amplification

monosomy 10

LSI® 1p36/LSI® 1q25

LSI® p53 (17p13.1)/CEP® 17
LSI® p16 (9p21)/CEP® 9
LSI RBI (13q14)/LSI® 13qter

LSI® 19q13/LSI® 19p13
LSI® EGFR (7p12)/CEP® 7
CEP® 10/control CEP® probe

SO/SG Abbott - Vysis™

SO - orange signal
SG - green signal
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Table 2 Histological characteristics, WHO grade and number of analyzed samples of each glial subtype, mean age of each group of patients

Group Tumour No. of samples Mean age WHO grade

1 Pilocytic astrocytoma 2 352 I
Ganglioglioma 1 I
Fibrillary astrocytoma 16 II
Gemistocytic astrocytoma 2 1T

2 Anaplastic astrocytoma 11 41.7 I
Glioblastoma multiforme 34 60.7 v

3 Oligodendroglioma 4 44.6 II
Anaplastic oligodendroglioma 10 I
Anaplastic oligoastrocytoma 2 I

cytoma). The mean age of Group 1 was 35.2 years, there ~ one (pt. 60). Near total or gross total resection was
were 12 men and 8 women. Six patients from this group  achieved in all of them. In one secondary GBM patient (pt.
died during the follow-up (pt. 5, 12, 15, 17, 18, 19) of 65), severe postoperative oedema developed after the sur-
tumour progression, the mean overall survival (OS) in  gery resulting in serious right hemiparesis and dysphasia,
these six patients was 30 months. All other patients‘ con-  therefore no oncological treatment was recommended.
dition remained stable and no tumour upgrading was found  Group 3 covered 16 patients (4 X oligodendroglioma, 10 X
by routine MRI examinations. The mean follow-up was  anaplastic oligodendroglioma, 2 X anaplastic oligoastro-
39.6 months (ranging from 2 to 156 months); the mean  cytoma) with the mean age 44.6 years (6 men and 10
progression-free survival (PEFS) was 15.5 months. Group 2~ women). Around 14 patients are alive, two women die-
included patients with anaplastic astrocytoma (AA) and  d—one of tumour progression and the other of non-onco-
glioblastoma (GBM) (11 anaplastic astrocytomas, 34  logical disease (16 and 20 months respectively after the
glioblastomas), whose mean age was 41.7 years for AAs,  first symptom onset). The mean follow-up was
60.7 years for GBMs, with 30 men and 15 women alto-  37.9 months (ranging from 4 to 135 months). Recurrence
gether. The mean follow-up of AA patients was  or tumour progression occurred in 6 cases (Fig. 2) (pt. 66,
35.8 months (within the range of 3—77 months), six AA 67, 68, 71, 72, 79). The mean time of progression-free
patients died during the follow-up, one of them (pt. 27) survival in Group 3 was 9.6 months (following the last
died within a month after the surgery (due to the occur- surgery). Ten patients live at present without any symp-
rence of a haematoma in post-resection cavity and the  toms of progression and/or recurrence of the disease.
development of severe hemiparesis, second intervention  Clinical data of the patients are given in Tables 3—-6.

was performed but the patient’s clinical status remained

unchanged), the mean OS in these six patients was  Data of I-FISH analysis

32.2 months. The mean PFS in the group of AA patients

was 8.3 months. The mean follow-up of GBM patients  Molecular cytogenetic findings are given in Tables 3-6. I-
(Fig. 1) was 9.8 months, ranging from 1 to 27 months, the =~ FISH results in most cases corresponded well with histo-
mean PFS was 6.4 months, _and the mean OS was logical and clinical findings and confirmed the original
8.7 months (28 patients died). All surviving GBM patients  diagnosis. Molecular cytogenetic analyses were successful
were younger than 60 years (pt. 36, 46, 52, 55, 57) except  in 75 samples (91%) and were uninformative in 7 samples.

Fig. 1 Glioblastoma
multiforme, WHO Gr. IV.: (a)
hematoxylin-eosin stain, high
cellularity, necrosis,
microvascular proliferation; (b)
Ki-67 index, increased mitotic
activity
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Fig. 2 Anaplastic
oligodendroglioma, WHO Gr.
II1.: (a) hematoxylin-eosin stain,
high cellularity, microvascular
proliferation, perinuclear halo;
(b) Ki-67 index, increased
mitotic activity

Table 3 Clinical data and molecular cytogenetic findings in group of low-grade gliomas

No of Ageat Sex Dg. WHO Loc. KFS Resection E  Therapy Recurrence or PFS OS  I-FISH results

pt. dg. Gr. progression

1 15 M PA I optic 100 subtotal no WS no 25+ 35+ polyploidy

nerve

2 35 M PA 1 C 100 total no WS no 21+ 21+ normal

3 31 F GG I C 100 total no WS no 12+ 12+ normal

4 26 F FA II F 100 parcial yes WS no 26+ 26+ -10, polyploidy

5 31 M FA II TO 0 parcial yes RT+CHT yes 19 21 del(17)(pl13.1), polyploidy

6 27 M FA 1I TPO 90 parcial no WS yes 4 del(9)(p21), del(13)(q14),
polyploidy

28 M FA 1II T 100 parcial no 17+ 21+ del(9)(p2l), del(13)(q14),

polyploidy

7 21 F FA 1II F 100 subtotal yes WS no 17+ 17+ polyploidy

8 29 M FA II F 100 parcial yes WS no 16+ 16+ normal

9 57 M FA 1II TP 100 parcial yes WS no 13+ 18+ polyploidy

10 33 M FA 1I F,CC 90 parcial yes WS no 12+ 35+ normal

11 37 M FA 1II FP 90  parcial yes RT no 23+ 58+ polyploidy

12 38 M GA II F 0 parcial yes CHT yes 20 38  del(9)(p2D), polyploidy

13 50 F FA II FT 100 parcial yes WS no 24+ 156+ polyploidy

14 39 M FA II F 100 parcial yes WS no 23+ 58+ polyploidy

15 61 F FA II F,CcC 0 biopsy no RT yes 0 2 del(13)(q14), polyploidy

16 33 M FA 1II T 100 parcial yes WS no 21+ 56+ del(13)(ql4)

17 34 F FA 1II T 0 parcial yes CHT yes 4 55  polyploidy

18 27 F FA 1II BG 0 biopsy no RT yes 0 9 polyploidy

19 29 M FA 1I T 0 parcial yes RT yes 5 55 normal

20 59 F GA II T 80  parcial yes RT no 11+ 83+ normal

Histological diagnosis: PA—pilocytic astrocytoma, GG—ganglioglioma, FA — fibrillary astrocytoma, GA—gemistocytic astrocytoma

Localization: F—frontal lobe, T—temporal lobe, P—parietal lobe, O—occipital lobe, CC—corpus callosum, BG—basal ganglia, C—cerebellum

KFS— Karnofsky score at last follow-up (6/06), E—epilepsy

Therapy: CHT—chemotherapy (temozolomide), RT—radiotherapy, WS— watch and scan

PFS—progression-free survival in months, OS—overall survival in months

Our series included 20 patients with low-grade glioma
(Table 3). No significant chromosomal changes in pilocytic
astrocytoma or ganglioglioma samples were found, only
polyploidy was detected in one pilocytic astrocytoma
sample (in our study, the polyploidy is defined as three and
more signals of each used probe). We examined 18 astro-
cytoma tissue specimens (16 fibrillary astrocytomas, 2
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gemistocytic astrocytomas) with polyploidy being the most
frequent finding, but in six cases other chromosomal
changes were detected. We proved TP53 deletion only in
one case (this patient died of tumour progression
21 months after the surgery—pt. 5), in other cases the
analyses of TP53 were normal. In one patient a combined
deletion of RBI and CDKNZ2A gene was found (pt. 6). This
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Table 4 Clinical data and molecular cytogenetic findings in anaplastic astrocytomas

No of Ageat Sex Dg. WHO Loc. KFS Resection E  Therapy Recurrence or PFS OS I-FISH results

pt. dg. Gr. progression

21 54 F AA III F 0 biopsy yes none yes 0 4 del(9)(p21), del(13)(q14)

22 31 M AA I TP O parcial no RT+CHT yes 1 76  polyploidy

23 29 M AA 1II F 0 parcial yes RT yes 10 52 del(9)(p21), del(13)(q14),
polyploidy

24 31 M AA I BG 0 subtotal no RT+CHT yes 1 45  polyploidy

25 29 F AA 1II C 80 subtotal no RT+CHT no 21+ 77+ del(9)(p21) biallelic,
polyploidy

26 43 F AA I FT 90 parcial no RT+CHT no 20+ 77+ del(9)(p21) biallelic

27 68 M AA 1II ™ 0 subtotal no RT yes 0 13 del(9)(p21) biallelic,
polyploidy

28 34 F AA 1II P 60  parcial yes RT+CHT yes 13 20+ normal

29 66 F AA 1II T 0 parcial no none yes 0 3 del RB!

30 27 M AA III T 100 parcial yes RT+CHT no 15+ 15+ del(9)(p21) biallelic,
polyploidy

31 58 F AA 1 F 90  parcial no RT+CHT yes 10 12+ polyploidy

Histological diagnosis: AA—anaplastic astrocytoma

Localization: F—frontal lobe, T—temporal lobe, P—parietal lobe, O—occipital lobe, CC—corpus callosum, BG—basal ganglia, C—cerebellum

KFS—Karnofsky score at last follow-up (6/06), E—epilepsy
Therapy: CHT—chemotherapy (temozolomide), RT—radiotherapy

PFS—progression-free survival in months, OS—overall survival in months

patient underwent second procedure for early tumour pro-
gression, but the histological and also cytogenetic analysis
remained the same. In other two patients (pt. 15, 16) only
RBI deletion was detected. In one sample of gemistocytic
astrocytoma, deletion of CDKN2A was found in more than
50% of tumour cell nuclei. No significant chromosomal
aberration was detected in four cases (pt. 8, 10, 19, 20).
The subgroup of anaplastic astrocytomas contained 11
patients (Table 4). In one patient, the cytogenetic analysis did
not show any significant change (pt. 28). The most frequent
chromosomal aberration was the deletion of CDKN2A, biall-
elic (pt. 25,26,27,30) in four of six samples proving CDKN2A
deletion (Fig. 3a) and combined with polyploidy in four cases.
In three cases, the deletion of RBI was found, twice as a
combined RB1 and CDKN2A deletion (pt. 21, 23). In 3 cases,
however, only polyploidy was found (pt. 22, 24, 31).
Around 34 patients were included in the group of glio-
blastomas (mostly primary glioblastomas) (Table 5). The
most frequent aberration was the monosomy of chromo-
some 10 (found in 30 of 34 examined GBM specimen).
One specimen showed no abnormality (pt. 34). In other 33
histologically defined GBM samples, the monosomy of
chromosome 10 was not detected in only three of them, in
two of these 3 samples another typical GBM abnormality
was ascertained (EGFR amplification) (pt. 32, 35). In the
last one, only polyploidy was present (pt. 54). In 14 tissue
samples, the amplification of EGFR gene was found, in 14
patients the trisomy of chromosome 7. However, a com-
bined trisomy of chromosome 7 and EGFR amplification

(Fig. 3b) was present only in two patients (pt. 33, 41). In 8
patients, the monosomy of chromosome 10 combined with
polyploidy was found.

In Group 3, a combined deletion of 1p36 and 19q13.3
regions (Fig. 4a and b) was proved in 13 patients (Table 6).
Besides 1p36/19q13 deletions, additional genetic altera-
tions typical for high-grade gliomas were detected in six of
the patients, the EGFR amplification or the polysomy of
chromosome 7 in four cases (pt. 68, 72, 74, 78), the
monosomy 10 in two cases (pt. 67, 72), the monosomy 9 or
deletion of CDKNZ2A in four samples (66, 67, 68, 72), and
the deletion of RBI gene in one case (pt. 72). Recurrence or
tumour progression appeared in six of all cases in Group 3.
In one patient (pt. 76), isolated deletion of 1p36 was de-
tected. One tumour sample (pt. 70) was classified as normal
without any chromosomal alterations.

Discussion

Astrocytomas are the most common primary brain tu-
mours. Diffuse astrocytomas are slowly growing astrocytic
tumours. In patients who present no or slight neurological
deficit they are generally manifested by seizures. The
deletion or mutation of both copies of TP53 gene is the
basic genetic aberration in diffuse astrocytomas [12].
Besides the change of TP53 status, the loss of RBI gene is
often found [8]. The disease can remain stable for a long
period (years) and only repeated MRI examinations detect
slow tumour growth. After a few years (usually 3-5 years)
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Table 5 Clinical data and molecular cytogenetic findings in glioblastomas

No of Ageat Sex Dg. WHO Loc. KFS Resection E  Therapy Recurrence or PFS OS I-FISH results

pt. dg. Gr. progression

32 59 F GBM IV BG 0 biopsy no none yes 0 3 amp(7)(p12), del(9)(p21),
del(13)(q14)

33 51 M GBM IV F 0 parcial yes RT + CHT yes 11 17 amp(7)(pl12), del(9)(p21), +7,
-10

34 79 M GBM IV T 0 parcial no RT yes 3 5  normal

35 55 M GBM IV F 0 subtotal yes RT + CHT yes 8 16 amp(7)(p12),polyploidy

36 45 M GBM IV FT 40  subtotal yes RT + CHT no 24+ 27+ del(9)(p21) biallelic,
del(13)(q14), +7, -10

37 75 F GBM IV F 0 parcial no none yes 0 1 +7, —10, polyploidy

38 59 M GBM IV 0 0 parcial yes RT + CHT yes 10 12 -10, polyploidy

39 46 M GBM IV T 0 total yes RT + CHT yes 13 23 +7,-10

40 73 F GBM IV FT 0 parcial no RT yes 2 4 amp(7)(pl12), +7, -10,
polyploidy

41 63 M GBM IV T 0 parcial no RT yes 1215 +7, -10, polyploidy

42 74 M GBM IV 0 0 subtotal no RT yes 2 4 -10, polyploidy

43 65 F GBM IV F 0 parcial no RT + CHT yes 8 19 amp(7)(p12), del(17)(p13.1),-10

44 61 M GBM IV F 0 subtotal no RT yes 4 +7, -10

45 58 F GBM IV F,CC 0 subtotal no RT yes 4 +7, —10, polyploidy

46 55 M GBM IV T 100 total no RT + CHT yes 8 11+ -10, polyploidy

47 68 F GBM IV P 0 biopsy no RT yes 0 4 47, -10, polyploidy

48 40 F GBM IV P 0 subtotal no RT + CHT yes 11 17 amp(7)(pl2), -10

49 65 F GBM IV PO 0 parcial no RT yes 0 2 +7, =10, polyploidy

50 65 M GBM IV T 0 parcial no RT + CHT yes 5 7 amp(7)(pl12), -10

51 63 M GBM IV BG 0 parcial no none yes 0 1 amp(7)(p12), —10, polyploidy

52 59 M GBM IV P 70  parcial no RT + CHT no 15+ 16+ +7,-10

53 65 M GBM IV P 0 biopsy no RT yes 6 10 -10, polyploidy

54 71 M GBM IV F 0 parcial no RT + CHT yes 14 16 polyploidy

55 51 M GBM IV T 100 total yes RT + CHT no 15+ 16+ amp(7)(p12), —10, polyploidy

56 48 M GBM IV F,CC 0 biopsy no RT + CHT yes 2 5 amp(7)(pl2), -10

57 48 F GBM IV T 100 total yes RT + CHT no 14+ 14+ +7,-10

58 52 M GBM IV F 0 parcial no RT + CHT yes 9 14 amp(7)(p12), -10

59 58 M GBM IV P 0 total yes RT + CHT yes 3 6  amp(7)(pl2), -10

60 67 M GBM IV F 90 subtotal no RT + CHT yes 10 13+ +7,-10

61 55 M GBM IV T 0 parcial yes RT yes 0 2 -10, polyploidy

62 73 M GBM IV T 0 parcial yes RT + CHT yes 3 7 -10, polyploidy

63 72 M GBM IV TP 0 parcial yes RT yes 0 4 +7, -10

64 67 M GBM IV F,CC 0 biopsy no none yes 0 1 +7, -10

65 51 M GBM IV T 0 parcial yes none yes 0 7 amp(7)(p12), —10, polyploidy

Histological diagnosis: AA—anaplastic astrocytoma

Localization: F—frontal lobe, T—temporal lobe, P—parietal lobe, O—occipital lobe, CC—corpus callosum, BG—basal ganglia

KFS—Karnofsky score at last follow-up (6/06), E — epilepsy

Therapy: CHT - chemotherapy (temozolomide, lomustin), RT — radiotherapy

PFS—progression-free survival in months, OS—overall survival in months

the growth of astrocytoma accelerates and MRI examina-
tion detects regions of gadolinium enhancement within the
original tumour. This sign usually indicates malignant
upgrading into malignant anaplastic astrocytoma (AA) or
GBM. The mechanism of tumour development remains
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unclear in patients with pilocytic astrocytoma and gan-
glioglioma. Corresponding to this fact we did not find any
significant chromosomal changes in these patients, except
for polyploidy in one of them. The prognosis in these tu-
mours is excellent in comparison with other tumour types
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Table 6 Clinical data and molecular cytogenetic findings in oligodendroglial tumours

Noof Ageat Sex Dg.

WHO Loc. KFS Resection E  Therapy

Recurrence or PFS OS  I-FISH results

pt. dg. Gr. progression

66 36 M AO I F 100 total yes CHT yes 25 78+ del(1)(p36), del(19)(q13.3),
del(9)(p21)

67 54 F AO 1II F 0 parcial no CHT yes 12 16  del(1)(p36), del(19)(q13.3),
del(9)(p21), -10

68 38 M AO 1 F 100 total yes RT+CHT yes 6 25+  del(1)(p36), del(19)(q13.3),
del(9)(p21), +7, -10

69 38 F A0 I CC 100 biopsy no CHT no 18+ 18+ normal

70 59 M AO 1III PT 100 parcial no CHT no 13+ 13+ normal

71 52 F AO I PT 100 parcial yes CHT yes 10 21+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

72 24 M AO I F 100 total no RT+CHT yes 7 58+ del(1)(p36), del(19)(q13.3),
del(9)(p21), del(13)(q14), +7, 10

73 69 F AO I F 90 total no CHT no S5+ 5+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

74 62 F AO I F 90 parcial no CHT no 4+ 4+ del(1)(p36),del(19)(g13.3),+7

75 30 M AO 1II F 100 parcial yes RT+CHT no 6+ 135+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

76 24 F AOA 1 F 100 total yes CHT no 13+ 68+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

71 39 F AOA III F 100 parcial no RT+CHT no 9+ 9+ del(1)(p36)

78 56 F O 11 F 0 parcial yes WS no 11+ 20 del(1)(p36),del(19)(g13.3),+7

79 31 F O 11 F 100 total yes WS yes 3 79+  del(1)(p36), del(19)(q13.3)

80 54 F 0 1I F 100 biopsy yes WS no 7+ 53+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

81 30 M 0 I F 100 total yes WS no 4+ 4+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

Histological diagnosis: AA—anaplastic astrocytoma

Localization: F—frontal lobe, T—temporal lobe, P—parietal lobe, O—occipital lobe, CC—corpus callosum, BG—basal ganglia

KFS—Karnofsky score at last follow-up (6/06), E—epilepsy

Therapy: CHT—chemotherapy (temozolomide, PCV), RT—radiotherapy, WS—watch and scan

PFS — progression-free survival in months, OS — overall survival in months

Fig. 3 Cytogenetic analysis;
(a) biallelic deletion of 9p21
(CDKNZ2A), missing orange
signal, green
signal—centromere of
chromosome 9, LSI® pl6
(9p21)/CEP® 9, anaplastic
astrocytoma; (b) amplification
of 7p12 region (EGFR), orange
signal, trisomy of chromosome
7, green signal—centromere of
chromosome 7, LSI® EGFR/
CEP® 7, glioblastoma
multiforme

[13]. Median overall survival in grade II astrocytomas is
about 7.5 years [14]. The supposed primary change is TP53
gene aberration by deletion or point mutation. In six cases
of diffuse astrocytomas, a significant chromosomal abnor-
mity was found but 7P53 deletion was observed in only
one case. This finding corresponds to the fact that point
mutation is the main cause of 7P53 aberration, rather than
gene deletion [15]. Only RBI deletion was detected in two
cases and a combined RBI and CDKN2A deletion in another
one. Although there is no significant mark of tumour

upgrading during the routine follow-up in the surviving
patients, we suppose that earlier tumour progression can
occur in these patients [16, 17]. On the other hand, there
were three patients who died of tumour progression and no
significant chromosomal change was discovered in their
tumour samples. Based on this fact, other markers may exist
and should be identified which can influence the prognosis
and survival of patients with diffuse astrocytomas.
Anaplastic astrocytomas show increased anaplasia,
demonstrated by the presence of mitoses, increased
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Fig. 4 Cytogenetic analysis;
(a) deletion of 1p36 region,
missing one orange signal,
green signal—1q25 region,
LSI® 1p36/LSI® 1q25; (b)
deletion of 19q13.3, missing
one orange signal, green
signal—19p13 region, LSI®
19q13/LSI® 19p13, anaplastic
oligodendroglioma

cytoplasmic variability, and increased endothelial cell
proliferation. Necrotic tissue is not present. Genetic ab-
normities found in diffuse astrocytomas are also detected in
AAs. In addition, the deletion (often biallelic) of CDKN2A
gene (9p21) and/or the monosomy of chromosome 10 are
found more frequently [18]. Our subgroup of anaplastic
astrocytomas included 11 patients. In AA, CDKN2A dele-
tion, especially biallelic deletion of this gene, should be
linked with bad prognosis because of the important and
very specific role of this gene in the regulation of cell cycle
[19, 20]. The clinical data of three of these patients (pt. 21,
23, 27) identified faster tumour progression and death
within 2 years after the surgery. In contrast, the remaining
three patients with proven CDKN2Adeletion are still alive
(all of them have biallelic deletion and all of them are younger
than45 years—pt. 25, 26, 30). In comparison with the clinical
data, the patients’ age seems to be a factor more important for
overall survival, rather than cytogenetic findings. On the other
hand, biallelic CDKN2A deletion is a known marker of bad
prognosis in many non-glial tumours [21-23].
Unfortunately, the most frequent type of astrocytic tu-
mours is glioblastoma multiforme (GBM). The prognosis
of patients with GBM is very grim, most patients die within
12 months. From the genetic point of view, at least two
subgroups of GBM were identified, of which primary GBM
is more frequent (approx. 80% of all GBMs). Tumour af-
fects predominantly older people. The most frequent ge-
netic abnormity in primary GBMs is the monosomy of
chromosome 10 [24, 25]. In our series, the monosomy of
10 was not present in only 4 of 34 histologically defined
GBM samples. In two of these 4 samples (without the
monosomy of 10), another abnormality typical for GBM
was detected (EGFR amplification). Only polyploidy was
present in another GBM tissue sample, however, the
sample may have been acquired from a non-upgraded part
of tumour (secondary GBM). It is rarely found in other
glioma subtypes [26]. In one case, cytogenetic analysis did
not prove any chromosomal changes, the tissue sample was
probably taken from normal brain tissue surrounding the
tumour. MGMT gene is located on the chromosome 10.
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Hypermethylation of its promoter can lead to MGMT gene
silencing and plays an important role in GBM chemosen-
sitivity to temozolomide [27-29]. There remains the
question whether the monosomy 10 influences this
chemosensitivity or not.

Amplification of EGFR gene (7p12) is detected in 40%
of primary GBMs [30-33]. The EGFR amplification, in
contrast, is very rare in secondary GBMs [34]. In our series
EGFR amplification was found in 14 tissue samples. In 14
patients, the trisomy of chromosome 7 was found but
EGFR amplification was not present. Only in one patient a
combined trisomy of chromosome 7 and EGFR amplifi-
cation was proved. There exists a probability that the tri-
somy 7 leads to overexpression of EGF receptor, which
could have a very similar effect to EGFR amplification.
Epidermal growth factor (EGF) belongs to the most
prominent growth stimulating factors for glial cells and is
involved in autocrine growth factor loops in these cells.
Given the importance of the EGF receptor in GBMs, dis-
ruption of activation of this receptor appears to be an
excellent target for future therapy. The monosomy of
chromosome 10, EGFR amplification and the trisomy of
chromosome 7 are the most frequent chromosomal anom-
alies in GBMs and they are very often found together,
which could point to their coactive effect in GBMs
tumorigenesis. In approximately 10% of primary GBMs
amplification of MDM2 and CDK4 gene is found [35].
Contrary to primary GBM, secondary glioblastoma devel-
ops from semimalignant gliomas like diffuse astrocytoma
and anaplastic astrocytoma over longer period of time.
Unfortunately, statistically significant difference in PFS
and OS in GBM patients has not been observed when
comparing the chromosomal aberrations with one another.

Tumours with oligodendroglial component, pure oligo-
dendrogliomas or oligoastrocytomas compose a different
group of gliomas. Oligodendroglial tumours are primary
glial brain tumours that are divided into oligodendroglioma
(O) and anaplastic oligodendroglioma (AO). Besides the
“‘pure‘‘ oligodendrogliomas and astrocytomas, there is also
a mixed form—oligoastrocytomas (OA). Oligoastrocytomas
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are also divided into two subgroups—oligoastrocytoma and
anaplastic oligoastrocytoma. The tumorigenesis of oligo-
dendroglial tumours remains unclear [36—40]. There has
not been detected any candidate tumour-suppressor gene in
1p or 19q chromosomal region which could explain the
tumour development. Typically, oligodendroglial tumours
have an indolent course and patients may survive for many
years after symptom onset. Their good prognosis relative to
other parenchymal tumours probably stems from the
inherently less aggressive biological behaviour. The most
frequent chromosomal change is a combined deletion of
1p36 and 19q13.3 [41-43], found in more than 70% of
oligodendrogliomas.

Os or OAs with del(1)(p36)/del(19)(q13.3) have better
prognosis and longer overall survival than those which are
tested negative for this combined deletion. In our patient
series, neither del(1)(p36) nor del(19)(q13) deletion was
found in only 2 from 16 samples in total, in one of these 2
samples non-adequate biopsy was taken (normal brain
tissue) and repeated biopsy confirmed histological diag-
nosis of anaplastic oligodendroglioma. In one specimen
only del(1)(p36) deletion was detected. We confirmed a
high incidence of del(1)(p36)/del(19)(q13.3) in oligoden-
droglial tumours. The clinical data of our series suggest
more favourable outcome of oligodendrogliomas compared
to astrocytic tumours [44-47]. According to Cairncross
study we suppose the patients with additional CDKN2A
deletion (4 patients out of 14) have worse prognosis with
higher incidence of early progression and recurrence of the
disease. Only one patient with AO died in our series, but
similarly to AA and GBM patients, the patients’ age seems
to be the most important factor for the patient prognosis.
The clinical implications of the combined deletion of 1p36
and 19q13.3 were further elucidated by the inclusion of
OAs. Similar to Os, del(1)(p36)/del(19)(q13.3) can predict
longer survival also for patients with OAs.

Conclusion

Genetic studies may notably increase our understanding of
gliomas. Although the treatment strategy of patients with
primary brain tumours has been significantly improved,
together with these improvements there rises the impor-
tance of detecting of chromosomal changes in tumour cells.
Systematic molecular cytogenetic analyses may advance
diagnosis, grading and classification of these tumours and
I-FISH is a powerful tool for surveying chromosomal
aberrations in brain tumour cells. I-FISH plays the essential
part in the diagnostics. It is very likely that, in the future,
such comprehensive molecular cytogenetic analysis will
bring advanced prognosis and treatment in patients with

brain gliomas. Ideally, we should be able to individualize
the tumours and thus individually tailor the treatment.
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Souhrn

Primarni mozkové niadory predstavuji pouze malou ¢4st onkologickych
onemocnéni, ale pro své nositele znamenaji velky zdsah do Zivota. Pro o3et-
fujici lékare téchto nemocnych pak velky terapeuticky problém. Patoge-
neze mozkovych nadori je stile ve velké mife neznama. Cilem sdéleni je
ukdzat na soucasné poznatky o vzniku a vyvoji glidlnich tumori z genetic-
kého hlediska. Prvni ¢ast je zaméFena na obecné informace o bunééném
cyklu, signélnich bunéénych cestich, invazivité, angiogenezi, bunééné apo-
ptéze a patogenezi astrocytarnich nadori.

Klicova slova: gliom, signdlni cesta, difuzni gliom, anaplasticky astrocy-
tom, glioblastom

Summary

Kramar F., Zemanova Z., Michalovi K., Babicka L., Ransdorfova
S., Kozler P., Netuka D.: Pathogenesis of Cerebral Gliomas, Part I:
Introduction, Pathogenesis of Astrocytic Tumors

Primary cerebral tumors represent only a small part of oncological disea-
ses but a great intervention into a life of the subjects affected. They imply
big therapeutical problems for physicians treating these patients. Pathoge-
nesis of cerebral tumors has been still unknown to a large extent. The aim
of the report is to show present knowledge about the rise and development
of glial tumors from the view of genetics. The first part gives general infor-
mation about a cellular cycle, signalling cellular pathways, invasivity, angi-
ogenesis, cellular apoptosis and pathogenesis of astrocytic tumors.

Key words: glioma, signalling pathway, diffuse glioma, anaplastic astrocy-
toma, glioblastoma

Uvod

Mozkové nadory, ackoli postihuji pouze malou €ast nemocnych, provazeji
lidstvo od pocatku. Nicméné o patogenezi vime stile velice malo. Virchow
v roce 1867 byl prvni, kdo predpoklédal, Ze gliomy vyristaji z intersticidlni
mozkové tkén€. Golgi v roce 1875 rozdélil gliomy na ,,tvrdé“ a ,,mékké* for-
my na zdkladé vyskytu odliSného hvézdicovitého tvaru neuroglidlnich bunék.
Prvni, kdo uZil termin glioblastoma multiforme, byli Percival Bailey a Harvey
Cushing, ktefi v roce 1926 publikovali ,,A Classification of Tumours of the
Glioma Group on a Histogenetic Basis with a Correlated Study of Prognosis*
(1). Navrhovali opustit dosavadni nejednotnou terminologii. Termin, ktery
poutZili, 1épe vystihoval podstatu tohoto typu gliomu: 1. vyristd z nejprimitiv-
néjSich prekurzori podptirné mozkové tkdné (glioblasty), 2. morfologie nado-
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Obr. 1. Primarni glioblastom, odstup mezi obéma vySetienimi je tyfi mésice. Prvni vy3etieni bylo provedeno po probéhlém epileptickém zachvatu.

ru je komplexni a vysoce variabilni (multiforme). Pres-
toZe souCasné poznatky vyvritily jejich domnénku
0 plvodu nadoru v glioblastech, jejich histologické cha-
rakteristiky se piili§ nezménily. Na tomto pfikladu vidi-
me, Ze urCeni typu nddoru na zdakladé histologického
obrazu se opird o prace az 80 let staré. Pfesto musime
vysoce ocenit jejich préci, protoZe pfinesla urcity ¥ad do,
v té dobé, velice nejednotné klasifikace.

Mozkové gliomy jsou heterogenni skupinou primar-
nich mozkovych nadort. Tvofi asi 40 % vSech mozko-
vych nadord. Ro¢ni incidence u dospélych dosahuje cca
5.4 novych pfipadii na 100 000 obyvatel. Nizkostupiiové
gliomy tvori cca 10-20 % z tohoto mnoZstvi. Incidence
gliomi u déti dosahuje 2,4 na 100 000 obyvatel, inciden-
ce low-grade gliomu je 0,6 na 100 000 obyvatel. U niz-
kostupriovych glioml se incidence ani ve svétovém
méfitku piili§ nelisi. U vysokostupriovych gliomi se zda,
Ze je nizsi v asijskych zemich neZ v Evropé a Severni
Americe (2, 3).

Astrocytarni nddory jsou v souc¢asné dobé nejvice pro-
studovanou skupinou nadorti mozku. Od roku 1985, kdy
byla v glioblastomu (obr. 1) prokdzdna amplifikace
EGFR genu (4), znalosti molekuldarnich mechanismi
vzniku a pribéhu gliomt zna¢né pokrocily. Dnes vime,
Ze existuje primarni a sekundarni glioblastom, které se
lisi svym vyvojem zahrnujicim abnormality odli$nych
genl. Vzhledem k dileZitosti t&chto cest v patogenezi
nadort musime nejprve vénovat prostor jejich stru¢nému
popisu.

pS3

Cesta p53 zahrnuje jednak protein p53, jednak dalsi
proteiny, které se podili na regulaci hladiny p53. p53
se v burice vyskytuje ve funkénim stavu jako homotetra-
mericky komplex, ktery aktivuje velkou fadu genii véetné
gent pro apoptézu (BAX) a inhibitord RB1 cesty. Rovnéz
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transkripce MDM?2 genu je ovliviiovana p53, MDM?2
(mouse double minute 2 human homolog) protein je
negativnim regulatorem p53. p53 je spojen s RB1 cestou
pomoci transkripéniho faktoru E2F, ktery indukuje tran-
skripci genu CDKN2A (alternativni piepis — vznika
p14ARF) Protein p14ARF inhibuje degradaci p53 pomoci
MDM2 (Stépi protein MDM?2) (5, 6). ZvySena hladina
p14ARF zvyZuje hladiny p53, coz vede ke zvy3eni senziti-
vity cesty p53, a tim k indukci zédstavy buné&¢ného cyklu
a k bunécné apoptoze. Pokud je buiika vyznamné pogko-
zena, miZe byt nasmérovana pomoci p53 k apoptoze.
Tim je zastavena replikace poskozeného genomu.

RB1

RBI cesta je regulacni systém kontrolujici fosforylaci
RBI1 proteinu (retinoblastoma 1) a néasledné uvolnéni
E2F transkripénich faktora. Tato cesta plni hlavni tlohu
v piestupu z G, do S faze buné¢ného cyklu (7, 8, 9). Na
podklad€ mitogennich stimult dochazi ke zvySené pro-
dukci cyklind D (D1-D3) a ty se vazi na CDK4 nebo
CDK6 (cyklin-dependentni kindzy). Komplex CDK4
(CDK6)/cyklin D fosforyluje RB1 protein s uvolnénim
E2F transkripénich faktord, coz vede k aktivaci tran-
skripce gent potiebnych pro pokracovini bunééného
cyklu (zvl. cyklinu E). CDK4/cyklin D komplex je nega-
tivné regulovan pomoci p16 (CDKN2A - cyclin-depen-
dent kinase inhibitor 2A) a p15 (CDKN2B), coz jsou
zastupci rodiny INK4 z CDK inhibitora, které se speci-
ficky vdzou k CDK4 a CDK6 pii¢emz kompetitivné
ovliviji jejich vazbu na cykliny D. Jakékoli odchylka
v mechanismu kontrolujicim fosforylaci RB1 proteinu ¢i
mutace RB/ genu vede k neschopnosti rozstépit E2F
a tim k zvySenym hladinim E2F transkrip&nich faktori.
Na druhou stranu ale dochdzi ke zvySené citlivosti cesty
p53 diky aktivaci p14ARF a zvy3uje se hladina p53 cestou
inhibice MDM2 aktivity (obr. 2).
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Obr. 2. Signélni cesty RB1 a p53 a jejich vzdjemny vztah (upraveno podle Ichimura K, Ohgaki H, Kleihues P, Collins VP. Molecular pathogene-
sis of astrocytic tumours. J Neurooncol 2004; 70: 137-60.) pRB — RB1 protein, pRBP - fosforylovany RB1 protein.

Riistové faktory (GF), receptory ristovych
faktord (GFR), cesta PI3-kindza/Akt

Treti cesta, ktera byva pii€inou vzniku astrocytarnich
nadord je PI3-kinaza/Akt. Cesta PI3-kinaza/Akt je kom-
plexni a podili se na pfenosu signélu cestou receptort
ristovych faktorl. ZvySena exprese EGFR (epidermal
growth factor receptor) ¢i PDGFR-a (platelet-derived
growth factor receptor alpha) je ¢astym jevem. Dochdzi
k ni nejcastéji amplifikaci pfislu§ného genu, ale téZ nao-
pak pfi absenci amplifikace jinych zatim neznimych
mechanismi (10, 11). Ligandy pro EGFR i PDGFR-a
jsou exprimovany v nadorové tkani a oteviraji tak moz-
nost stimulaci ristu jejich vazbou na normalni recepto-
ry ristovych faktori (12, 13, 14, 15). Po vazbé ligandu
EGFR ¢i PDGFR-a dimerizuje a autofosforyluje intra-
celularni doménu, které pak navazuje adaptorové prote-
iny zavzaté v Ras/Raf/MAP kinidzové cesté, a rovnéz
vaZe a aktivuje PI3-kindzu. PI3-kindza nasledné lok4lng
fosforyluje fosfatidylinositol-4,5-difosfat (PIP2) na fos-
fatidylinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3). Hladina PIP3 je
kontrolovdna pomoci PTEN (fosfatdzy k6dované PTEN
genem na 10q23), kterd defosforyluje PIP3 zpét na PIP2
(16). V ptipad¢ absence PTEN (delece &i mutace obou
alel PTEN) dochézi k akumulaci PIP3. Na PIP3 se vazi
proteiny s Pleckstrin homolognimi doménami (PH-
domény) v¢etné Akt, PDK1 (3-phosphoinositide-depen-
dent protein kinase-1) a PDK2. PDK (zatim byla uréena
pouze PDK2 na 17q21.33) jsou kindzy, které fosforylu-
ji Akt (rovnéz kinaza) nejméné na dvou mistech, ktera
prostorové sousedi. Fosforylovand Akt je vyznamny
antiapoptoticky faktor. Akt fosforyluje mnoho dalsich
proteinli véetné proteind, které jsou soucasti apoptotic-
ké cesty, a tim se stdvaji mnohem rezistentn&j$i vici
aktivaci (17): f)

Invazivita rustu

wove

Astrocytomy se v mozku §ifi anatomickymi struktura-
mi bilé hmoty, pfedeviim podél dlouhych drah (18).
Vnitini prostfedi mozku je sloZeno z neurond, glidlnich
elementi a extracelularniho prostoru. Soudasti extracelu-
larniho prostoru je i extraceluldrni matrix (ECM), tvofe-
né strukturdlnimi proteiny typu lamininu, kolagenu typu
IV, fibronectinu a vitronectinu. Interakce astrocytomové
buiiky s elementy t€chto proteinii navozuje invazivni
rust. Podstatou interakce astrocytom-ECM jé aktivace
receptori a ristovych faktord. Sem patii povrchové
receptory — integriny a DCC (deleted in colorectal carci-
noma), hyaluronitové receptory CD44, RHAMM
a BEHAB, ontogeneticky protein SPARC, a dal$i znamé
faktory a jejich receptory: PDGF-AA, PDGF-BB,
PDGFR-a, PDGFR-B, TGF-a, EGFR a bFGF (19, 20).
Interakce ECM s aktivovanymi ristovymi faktory
a receptory je vysledkem genetické aberace (overexpre-
se, amplifikace, delece nebo mutace) a je podstatou
urychleni astrocytomové invaze. Rozhodujicim mistem
pro invazi je okraj astrocytomu, kterym nador penetruje
do mozkové tkdn€. V téchto mistech je lokalizovan
tenascin (protein aktivujici migraci). Dal§i invazivita pak
zavisi hlavné na stupni exprese integrinii (povrchovych
bunécnych receptort), (21, 22).

Angiogeneze

Geneze astrocytomu a jeho progrese jsou vidy spoje-
né s formovanim cévniho systému. Zatimco vaskularita
nizkostupiiovych gliomi je velmi podobna normélnimu
mozku, u malignich gliomii dochazi k mikrovaskularni
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proliferaci a vyraznému zvySeni vaskularity oproti nor-
malnimu mozku a nizkostupfiovému gliomu (23). Pato-
geneze mikrovaskuldrni proliferace u glioblastomu
vychédzi ze dvou odliSnych patofyziologickych mecha-
nismi: (1) angiogeneze, (2) remodelace kapilary zablo-
kovéanim pericytl.

Angiogenezi rozumime vznik novych endotelovych
bunék z existujici kapilarni sit€¢ v normdalnim mozku.
Angiogenezi reguluji endotelidlni tyrosinkindzy vazbou
VEGFR-1, VEGFR-2, Tie-1, Tie-2, PDGFRp, c-met
a integriny (avf3). Tyto receptory jsou v nddorovych
cévach pfitomny ve zvySené mife, zatimco za normdl-
nich okolnosti se prakticky nevyskytuji (24, 25). Ukazu-
je se, Ze hlavni roli v angiogenezi hraje pfedev§im VEGF
(vascular endothelial growth factor), ktery se vdZe na
VEGFR-1 a VEGFR-2 (26). VEGF je uvoliiovan pfimo
nadorovou buitkou v mnoZstvi, které zdvisi na stupni
malignity — &im malign&j§i nador, tim vice je VEGF
exprimovan (23). VEGF vSak patii téZ mezi faktory, kte-
ré vyrazné zvysuji permeabilitu hematoencefalické bari-
éry. Exprese VEGF je vyrazné utlumovédna dexametha-
zonem, a tim je vysvétlen efekt tohoto kortikoidu v 1écbé
edému mozku u glioma (27, 28).

Druhym mechanismem je remodelace kapildry zablo-
kovanim pericyti. Pericyty jsou buiiky hladké svaloviny
a spolu s astrocyty tvoii integrdlni sou¢ast hematoence-
falické bariéry. Jejich funkce je u astrocytomu regulova-
na aktivaci receptori a ligandi jako jsou: Tie-2,
PDGFR-B a TGF-B. Hlavni roli hraje Tie-2 receptor,
jehoZ exprese endotelovou buiikou je vyrazné zvySena
béhem progrese astrocytomu. Jeho agonista angiopoetin-
1 je exprimovan gliomovou buiikou, jeho antagonista
angiopoetin-2 je exprimovan gliomovou cévou, a to ve
vyrazné vét§im mnozstvi (29). Angiopoetin-2 inhibuje
funkci Tie-2, coZ se projevi predevs§im ztratou podpir-
nych funkci perivaskuldrnich elementi, pfedevsim peri-
cytd pro normalni funkci endotelu. Tim se stiva endotel
piistupnym pro pasobeni indukénich faktort angiogene-
ze, jako napt. VEGF (30).

Apoptoza

Zanik butiky je zasadné mozny dvéma zcela odliSnymi
mechanismy: nekr6zou a apoptézou. Nekroza je patolo-
gicky proces, vyvolany vétSinou toxickym, tepelnym ¢i
mechanickym zevnim vlivem, ktery zpsobi rozvrat ion-
tové intracelularni homeostazy.

Apoptdza je fyziologicky mechanismus. Je charakteri-
zovana kondenzaci chromatinu, segmentaci jadra, svinu-
tim plazmatické membrany do vakovitych vybézki, kon-
strikci jejich bdze a postupnym vytvofenim tzv.
apoptotickych télisek, obsahujicich Césti cytoplazmy
a fragmenty jadra. Téliska jsou postupné fagocytovana
makrofigy nebo funk&né obdobnymi butikami. Z bio-
chemického hlediska je apoptdza zahajena aktivaci Ca**-

Mg?*-dependentni endonukleazy, coZ vede k degradaci
jaderné genomové DNA na oligonukleosomové frag-
menty. Fragmentace DNA nasledn€ vede k poklesu syn-
tézy RNA a proteind. ‘

Apoptéza je povazovana za dilezity biologicky regu-
laéni mechanismus, ktery hraje kli¢ovou roli v regulaci
poctu bunék jednotlivych tkani a orgdnd. Procesem apo-
ptézy jsou za fyziologickych okolnosti odstrafiovany
buitky nadbyte¢né nebo builky poSkozené genetickymi
defekty, starnutim, nemoci nebo expozici riznymi noxa-
mi. Za patologickych okolnosti je dysregulace apoptozy
zakladem pro vznik a progresi riznych klinickych pato-
logickych jednotek. Ve vztahu k apoptéze je predevsim
studovéna rodina proteinu Bcl-2, jejiZ nazev je odvozen
od proteinu, ktery byl jednim z prvnich nalezenych
onkogent u lymfomi vychazejicich z B lymfocyt (B-
cell CLL/lymphoma 2). V soucasnosti je znimo pies 20
proteind této rodiny, které piisobi jako inhibitory apopto-
zy (napf. Bcl-2, Bcel-x, Bcel-w) i aktivétory (napf. Bax,
Bak, Bok). Proteiny rodiny Bcl-2 se vyskytuji pfedevSim
v zevni membrané mitochondrii a ovliviiuji aktivaci cas-
péz fizenym uvoliiovanim cytochromu ¢ z intermembra-
ndzniho prostoru mitochondrie. Zatimco inhibitory apo-
ptdzy zabranuji translokaci cytochromu ¢ do cytoplasmy,
aktivatory apoptdzy tento transport stimuluji. Uvolnéni
cytochromu ¢ umoZiiuje aktivaci Apaf-1 (Apoptotic pro-
tease activating factor-1) a procaspdzy 9, tento funk¢ni
celek byvé téZ oznaCovin nazvem ,,apoptozom®. Uvol-
nénd caspaza 9 pak aktivuje procaspazu 3 a apoptdza se
dostdva do své efektorové fiaze. Mechanismy apoptozy
maji uzky vztah k chemoterapii a radioterapii gliomi.

Porucha bunéénych cest, rastovych faktori
a receptoru rustovych faktoru v astrocytarnich
gliomech u dospélych

U difuznich astrocytom (WHO grade II) nachazime
pouze poruchu cesty p53. U vétSiny anaplastickych ast-
rocytomil (WHO grade III) je situace podobnd, ale mala
¢ast z nich se podoba glioblastomiim (WHO grade IV).
U glioblastomt je vedle poruchy cesty p53 pfitomna
i porucha cest RB1 a PI3-kindza/Akt. Mutace TP53
(tumor protein p53) genu je nalézdna u astrocytarnich
nadort vSech stupiid malignity. Gen TP53 je mutovan
v 40-70 % difuznich astrocytomi a anaplastickych ast-
rocytomi, ale pouze ve 3040 % glioblastoma (31).
CDK4 a MDM?2 se nachézeji v relativn€é malém useku
chromozomu 12 (12q13-15), cca 11 Mb. K amplifikaci
této oblasti dochézi zhruba ve 13 % glioblastomi a 8 %
anaplastickych astrocytomil. Ackoli se v sousedstvi
nachdzi mnoho dalSich geni a nékdy. jsou dokonce
zavzaty v amplikonu, nejsou zvySen€ exprimovany.
V nékterych tumorech jsou tyto dalSi geny z amplikonu
nasledné vynaty. CDK4 je v amplikonu zavzat prakticky

" vZdy, ale k jeho overexpresi vidy nedochdzi. MDM?2

neni v amplikonu sice vzdy, ale pokud je zavzat, je vZdy
overexprimovén (32, 33). Vzestup CDK4 vede k pieko-
néani regulace pomoci inhibié¢nich pl5 a p16 (produkty
CDKN2A a CDKN2B). Volny CDK4 a CDK6 se pak
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vazou na cykliny D1/D3. Overexprese MDM2 vede ke
zvySené degradaci p53, pfi¢emz opét piekonéava inhibié-
ni ¢inek pl4ARF. Koamplifikace/overexprese téchto
dvou genil vede k soucasnému pieruSeni obou cest, p53
i RB1. Byla rovnéz popsédna amplifikace MDM4, homo-
logu MDM2 (33).

CDKN2A a pI144RF (k6duji p16 a p14ARF) jsou kédo-
vany na stejném lokusu (9p21). Produkty téchto genu
jsou pfepisovany z odliSnych promotort a prvnich exontd
(exon la a 1P), ale sdili stejny exon 2 a 3, pficemZ pou-
Zivaji odliSny Cteci ramec pro translaci. CDKN2B je
lokalizovan pouze o 11kb smérem k centromere od loku-
su pro CDKN2A/pl14ARF. Tento tdsek chromozomu 9
byva deletovan nejméné ve 3040 % glioblastomi a cca
v 10 % anaplastickych astrocytomi. Ztratou obou alel
CDKN2A/B a pl14“RF tak dochazi k preruseni cesty p53
i RB1 (34, 35). Incidence ztrity jedné alely a somatické
mutace druhé je u té€chto genid popisovéna relativné méné
¢asto. Dochazi tak opét k preruSeni obou cest. V nékte-
rych nadorech muiZe byt transkripce zastavena diky
hypermethylaci promotorového useku zbyvajici divoké
alely. Doposud nebyla popsana Zddna mutace v genu pro
CDKN2B (34, 36).

Protein p27 se podili na regulaci bunéfného cyklu
v kontrolnim bodé G1. Je produktem genu CDKNIB na
12p13.1-p12. Inhibuje komplex cyklin-CDK (cyklin D-
CDK4, cyklin E-CDK2, cyklin A-CDK?2). CDKNIB sdi-
1i urCitou podobnost s CDKNIA. Exprese p27 je sniZena
u malignich gliomi a né€kterych karcinomi. Imunohisto-
chemické studie prokézaly vysokou expresi p27 u difuz-
nich astrocytomil Gr. 11, ale vyrazné sniZenou u anaplas-
tickych astrocytomi a glioblastomi.

Mutace nebo homozygotni delece RB/ genu (13q14)
Jje nejCastéji nalézana u glioblastomu (13%) (32). Hyper-
methylaci RBI promotoru, kterd blokuje transkripci
genu, nachazime v 25 % glioblastomu (37).

Poruchy jinych soucasti téchto signdlnich cest byly
rovnéZ nalezeny, ale v podstatné¢ méné ptipadech. Byly
popsany amplifikace CDK6 (7q21-22) (38), dile CCND1
(gen kédujici cyklin D1 - 11q13) nebo CCND3 (kéduje
cyklin D3) v glioblastomu ¢i anaplastickém astrocytomu
(39). ‘

Ve velké vétSin€ nadort je kazda signalni cesta pieru-
Sena jednou genetickou abnormalitou. Ve skute¢nosti je
moZzné Tici, Ze u vSech nadorl s poruchou RB1 cesty je
pfitomna i porucha cesty p53. Poruchy cesty p53 jsou
u glioblastomil nalézany v 76 %, RB1 cesty v 67 %.
U difuznich astrocytomti neni RBI cesta pferuSena
viibec, cesta p53 je ale pferuSena v 67 %. U anaplastic-
kych astrocytomt je porucha p53 piitomna v 72 %, RB1
ve 13 % (31).

Ve viech astrocytdrnich nddorech byla nalezena vyso-
ké exprese PDGF ligandd, naznacujici pfitomnost auto-
krinni/parakrinni stimulace. Intracerebralni aplikace
retroviru obsahujictho PDGFR-bbb vedla u mysi
ke vzniku glioblastomu, coZ naznacuje zapojeni PDGF
systému v patogenezi astrocytomu (40). Presto overex-
prese neni spojena s amplifikaci (vyjimkou je amplifika-

ce PDGFAR, genu pro receptor PDGF-a, popsana
v malém procentu u glioblastomi). PDGF i PDGFR jsou
Casto overexprimovany v astrocytomech. Delece TP53 je
velmi dzce spjata s overexpresi PDGFR-a, coZ muze
znamenat, Ze mutace 7P53 mé onkogenni efekt prede-
v8im ve spojeni s overexpresi PDGFR-a. Z dal3ich
riistovych faktort a receptort se v onkogenezi astrocyto-
mi uplatiiuji FGF (Fibroblast Growth Factor) a VEGF
(41). :

- DCC gen je lokalizovdn na chromozomu 18q21
a kéduje transmembranovy protein, ktery funguje jako
receptor na povrchu buiiky. DCC je v nervovém systé-
mu exprimovan ve velkém mnoZstvi a jeho produkty
tvofi komponenty receptoru pro netrin-1. Netriny hraji
dilezitou roli v prib&hu ontogeneze CNS (42). Imuno-
histochemickd vySetfeni prokazuji, Ze exprese DCC
klesé v pribéhu progrese od nizkostupiiovych astrocy-
tomi (7 %) ke glioblastomu (47 %). DCC indukuje
apoptézu a zastavu bunétného cyklu v Kkontrolnim
bodé G2.

Prvni genetickou abnormalitou nalezenou v glio-
mech byla amplifikace genu EGFR (7p11-12). Tato
amplifikace je detekovdna v cca 35 % glioblastomi
a v malé Casti anaplastickych astrocytomi. Pokud je
gen amplifikovén, je vidy zvySené exprimovan. Tato
overexprese miZe byt u glioblastomu ale pfitomna
i bez amplifikace (cca 15 %). Amplikon je &asto velky
(nejméné 1,5 Mb) a vyskytuje se ve formé double
minutes (acentrické dvojité struktury chromatinu)
(43). V nékterych nadorech se vyskytuji amplikony
s geny, které pfiléhaji k EGFR genu, ale samotny gen
EGFR tento amplikon neobsahuje, coZ by mohlo zna-
menat, Ze v tomto regionu jsou jiné geny, které spolu-
zodpovidaji za patogenezi tumoru jako v pfipadé dlou-
hych ramen chromozomu 12(12q), kde jsou
amplifikoviny CDK4 a MDM?2, a to bud samostatné,
nebo spole¢né. Pfestavba samotného genu se vyskytu-
je zhruba v poloviné ptipadti amplifikace EGFR, a to
pouze v amplifikovanych kopiich (14). Nejéastéji se
vyskytujici pfestavbou je aberantni spojeni pfi tran-
skripci, které vede ke ztrat€ 267 aminokyselin extra-
celuldrni domény, kterd neni schopna vézat ligand
a receptor je trvale aktivovin (14, 15). Vedle toho se
ale vyskytuji pfestavby intracelulirni domény EGF
receptoru, i kdyZ méné Casto. Tyto pfestavby (extra
i intraceluldrni domény) se mohou vyskytovat ve stej-
ném nédoru.

Mismatch repair geny (MMR), mikrosatelitova
instabilita

Mikrosatelity jsou tvofeny opakovanymi kratkymi
sekvencemi — repeticemi (dvou nebo vice nukleotidi).
Béhem replikace DNA miiZe dojit v tomto tseku k pie-
smyku a vysledkem je nadpocetné mnoZstvi t&chto repe-
tic, které musi byt odstranény pomoci MMR gent, jinak
jejich pocet kolisd béhem kazdého buné&fného cyklu.
Porucha MMR genti (hMLHI1, h(MSH2, hMSH3, hMSHS,
hPMS1 a hPMS?2) vede k tzv. mikrosatelitové instabilité
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Vyvoj primarniho a sekundérm’ho glioblastomu

[ Diferencované astrocyty nebo prekurzorové buﬁkyJ

Mutace p53
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Ztrata exprese DCC
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Obr. 3. Vyvoj primarniho a sekundédrniho glioblastomu (upraveno podle KLEIHUES, P., CAVENEE, W.K. eds.: World Health Organisation clas-
sification of tumours: Pathology and genetics of tumours of the nervous system. Lyon: [ARC Press, 2000).

(mutace, delece, hypermethylace promotoru) na mnoha
mistech. U sporadickych gliomd nachdzime mikrosateli-
tovou instabilitu pouze zfidka. U malé ¢asti astrocytomu
vzniklych v'détském véku byla ale mikrosatelitové insta-
bilita nalezena.

Genetické abnormality
zatim nezjiSténych gend

Vedle doposud popsanych genii byly v astrocytarnich
nadorech zjiStény mnohé dalsi odchylky v mnoha chro-
mozomovych oblastech, kde je predpokladan vyskyt
nového tumor-supresorového genu ¢i onkogenu. Nékteré
z téchto numerickych a strukturnich abnormalit se
vyskytuji Castéji neZ ostatni (6q23-27, 9p21-24, 10,
13p11-13, 13q14-34, 22, polysomie 7) (44). Kompara-
tivni genomova hybridizace pak prokazala jesté vice
chromozomovych aberaci (1p22, 4q33-35, 6ql16, 9p21,
10q25-26, 13921, 22ql3, dile 1p36, 3q26-27, 7pl2,
7q21-31, 8q24, 12p13, 12q13-15, 17924, 19q13, 20q13)
(45).

U ¢asti astrocytomt byla opakované pozorovana dele-
ce 6q s incidenci aZ 40 % u anaplastickych astrocytomil
a glioblastomt. Tato delece je detekovédna i u jinych
nadord, napf. karcinomil prsu. ZmnoZeni €asti €i celého
chromozomu 7 je jednou z nejcastéjSich chromozomo-
vych odchylek astrocytdrnich nadord. Byla pozorovédna
az u 60 % glioblastomd, a to s ¢i bez.amplifikace EGFR
(46).

Delece chromozomu 10 je zdaleka nejcast&jsi abnor-
malitou u glioblastomu. Deleci nalézdme u 70-90 % gli-
oblastomi, ve vétSiné pfipadll jako monosomii chromo-
zomu 10. Méné Casto je pfitomna i u anaplastickych
astrocytomi a difuznich astrocytomi. Nicméné pouze

u 50 % glioblastomu s deleci chromozomu 10 nachazime
zarovenl mutaci PTEN (tumor-supresorovy gen PTEN
(MMACIITEPI), 10g23-24). Proto existuje predpoklad
jesté dal§iho tumor-supresorového genu v oblasti 10q.
MXI! je negativnim regulatorem onkoproteinu MYC,
v experimentu je schopen zastavit rist bunééné kultury
glioblastomu U87MG. Je lokalizovan na 10q25.2. Dopo-
sud ale nebyla v glioblastomu nalezena jeho mutace (47,
48). DMBT1 (deleted in malignant brain tumours) je dal-
§im genem, ktery byl nalezen v glioblastomech a medu-
loblastomech homozygotné deletovan. Dalsi vyzkum ale
zjistil, Ze nékteré oblasti genu jsou vysoce nestabilni
a homozygotni deleci byl odhalen polymorfismus pfi-
sluSného genu (49).

Existuje mnoho praci, které se zabyvaji oblastmi 10p
a které podporuji moZnost, Ze tato oblast hraje podstat-
néjsi dlohu v patogenezi astrocytarnich nadori. KLF6
(Kruppel-like factor 6, prostate adenocarcinoma-1) je
gen, ktery koduje transkripéni faktor mutovany u karci-
nomu prostaty, lokalizovany v oblasti 10p15. Jeho muta-
ce byla ale nalezena rovnéZz v astrocytomech vSech stup-
il malignity (50). Gen se nenachdzi v Zidné bézné
deletované oblasti.

V astrocytomech jsou casto rovnéZ deletovdna
dlouhé ramena chromozomu 22 (del 22q). NF2 je gen
mutovany u neurofibromatdzy II. typu a rovnéz u spo-
radickych meningiomd a schwannomi. V soudasné
dobé se nepredpokldda, Ze by se tento-gen podilel
na patogenezi astrocytdrnich nadorii. V oblasti 22q se
nachazi jest¢ gen CHEK2 (CHK2 checkpoint homo-
log (S. pombe)), ktery se podili na pfechodu z G2
do M faze buné¢ného cyklu. Jeho mutace byla nale-
zena v rodindch s Li-Fraumeni syndromem, u kterych
nebyla nalezena germindlni mutace TP53 (51). Nic-
méné v astrocytomech mutace CHEK2 nalezena
nebyla.

Ceska a slovenska neurologie a neurochirurgie
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Molekuldrni analyza genové eprese pomoci
mikro¢ipu, expresni profilovani

PfestoZe studii astrocytdrnich nadord vyuZivajicich
mikroCipy je prozatim mélo, presto pfinesly nékteré zaji-
mavé poznatky. Jednak potvrdily pfedchozi pozorovani
(zapojeni rustovych faktorli v tumorigenezi glioblasto-
mu), jednak ukézaly, Ze exprese mRNA se 1i§i ve zdravé
a nadorové tkani u riznych typl nadorid a jejich stupid
(52, 53). Nékteré z téchto studii ukazaly, Ze astrocytarni
tumory vykazuji abnormality i jinych gend, a to bud ve
smyslu overexprese, nebo je naopak exprese urcitych
genu potlacena. Pfi porovnani vzorkid tkané z 11 difuz-
nich astrocytomi s normélni mozkovou tkéni bylo nale-
zeno 6 gent, které byly exprimovany pouze v nadorové
tkani (TIMP3, MYC, EGFR, DR-nm23, nm23-H4
a GDNPF). Sedm gentl bylo exprimovano v minimélné
dvojnasobném mnoZstvi oproti normé (AAD14, SPARC,
LRP, PDGFRA, 60S ribozomdlni protein L5, PTN
a hBAP) a 11 genil bylo naopak exprimovano v minimal-
né polovi¢nim mnoZstvi oproti normé (/FI 9-27, protein-
kinaza CLK, TDGFI, BINI, GABI, TYRO3, LDH-A,
adducin 3, GUK1, CDCI0 a KRTS) (53). V dalSich pra-
cich byly popsany zmeény v regulaci mnoha dalSich genu.
Série z roku 2003 pfi analyze difuznich astocytomd, kte-
ré pozdéji progredovaly v anaplasticky astrocytom ¢i gli-
oblastom, prokazala vyznamnou zménu v hodnotich
transkripce u 66 gent (54).

Genetické abnormality a jejich souvislost
s klinicko-patologickym obrazem
astrocytarnich nadort

Primarni a sekundarni glioblastom

Vetsina glioblastoml vznikd velmi rychle, bez pfed-
chozich zndmek méné€ maligni 1éze. Jsou oznacovany
jako de novo glioblastomy. Anamnéza je vétSinou velmi
kratka (mén€ nez 3 mésice). Pfi MR vySetfeni mozku
nachazime patologické loZisko s centrdlni nekrdzou
a okolnim enhancujicim lemem a vyraznym kolateral-
nim edémem. Primarni glioblastomy vznikaji vétS§inou
u starSich pacientt (stf. v€k 55 let). Pravidelné jsou dete-
kovany homozygotni delece CDKN2A, CDKN2B
a pl44RFy oblasti 9p nebo amplifikace CDK4 Easto spo-
le¢né s MDM2 na 12q. Tyto genetické zmény vedou
k preruSeni signalnich cest p53 i RB1. Obé cesty ale
mohou byt pferuSeny najednou i samostatnou amplifika-
ci regionu 12q (CDK4 a MDM2). U vice neZ 90 % pri-
marnich glioblastomii nachdzime monosomii chromo-
zomu 10, a u 50 % je zjiSténa mutace ve zbyvajicim
PTEN genu. Amplifikace genu EGFR nastivd zhruba
v 35 %, u dalsi ¢asti neni pfitomna amplifikace, ale
nechybi overexprese.

Sekundarni glioblastomy vznikaji pomalu progresi

difuzniho ¢&i anap}aStického astrocytomu. Tyto gliobla-
s

stomy postihuji mladsi jedince (stf. v€k 40 let) a typicky
je pfitomna delece a/nebo mutace s postiZzenim obou alel
TP53. Z dalSich Casnych abnormalit je Casto zji§téna
hypermethylace promotoru pl44RF (55, 56). RB1 sig-
ndlni cesta je rovnéZ preruSena diky postiZeni obou
kopii RBI genu. V méné pfipadech je nalezena delece
10q, ale zbyvajici PTEN gen mutovan nebyvd. Pouze
vzacné se vyskytuje amplifikace EGFR ¢ CDK4 (57,
58) nebo homozygotni delece CDKN2A a p142RF (57,
59) (obr. 3).

Vzacnéjsi varianty glioblastomu

Obrovskobunéény glioblastom (giant cell gliobla-
stoma) je vzacna varianta glioblastomu charakterizo-
vand bizarnimi mnohojadernymi obrovskymi butika-
mi. Vznikad de novo, ale je charakterizovan vysokou
frekvenci vyskytu mutace genu 7P53 (60, 61). Prog-
néza a preZiti se neliSi od béZného typu glioblastomu.
Gliosarkom je dalsi vzacnou jednotkou, ktera je cha-
rakterizovdna glidlni a mezenchymaélni morfologii.
Postihuje stejnou vékovou skupinu jako béZny gliob-
lastom, rovnéZ progndza i nachdzené mutace se nelisi.
Jsou identické v glidlni i mezenchymadlni sloZce nado-
ru (62, 63).

Pilocyticky astrocytom

Jedna se o jediny astrocytdrni nddor oznatovany WHO
stupném I. Nejcastéjsi vyskyt je v mozecku a optickém
nervu (gliom optiku) u déti. Pokud je nador radikdiné
odstranén, je progndza velmi dobra. Nicméné i u parci-
alnich resekci miiZe byt stav stabilizovan po mnoho let.
ZvySena incidence pilocytického astrocytomu, zvlasté
pak gliomu optiku, je soucasti klinického a morfologic-
kého obrazu neurofibromatézy typu I (64). Velmi vzacné
muZe i pilocyticky astrocytom progredovat do malignich
forem astrocytomil. Né&kolik molekularné genetickych
analyz detekovalo v nékterych ptipadech mutaci TP53,
mutace NFI nebyla u sporadickych nadortu nalezena (65,
66). V soucasné dobé existuji naznaky, Ze i v pfipadé
pilocytickych astrocytomi muiZe byt v nékterych pfipa-
dech pfitomna hypermethylace promotoru u nékterych
gentl (66, 67).

Pleomorfni xanthoastrocytom

Tento nador se rovné€Z nejcastéji vyskytuje u déti
a mladSich jedinch. Nejcastéji vyrusta kortikalné
v mozkovych hemisférach, miize byt cysticky. Prolife-
racni index byva nizky (pod 1%). Ve WHO Kklasifikaci
tento nador dosahuje stupné II. Jeho prognéza je pfiz-
nivéjsi, mnoho nemocnych piezivd fadu let. Existuje
i varianta se zvySenou mitotickou aktivitou, pfitomnos-
ti nekr6z a rychlejSi progresi. Byvd oznacovén jako
pleomorfni xanthoastrocytom s anaplastickymi rysy,
WHO stupeni III (68). O genovych abnormalitich
v pleomorfnim astrocytomu toho mnoho znimo neni,
v nékterych pfipadech byla zjisténa mutace TP53,
v jednom pfipadé recidivujiciho nadoru dokonce ampli-
fikace EGFR.
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Souhrn

V prvni &isti byly nastinény patologické procesy v mozkovych nadorech na
drovni genomu a popsany konkrétni chromozomalni odchylky v astrocytar-
nich nidorech. Druhi &ist je zaméFena na zmény odehravajici se v oligodend-
roglidlnich niddorech a glidlnich nddorech v ramci dédi¢nych onemocnéni.
Klicova slova: gliom, oligodendrogliom, oligoastrocytom, ependymom,
Li-Fraumeni syndrom, neurofibromatéza

Summary

Kramir F., Zemanova Z., Michalovi K., Babicka L., Ransdorfova
S., Kozler P., Netuka D.: Pathogenesis of Cerebral Gliomas, Part
I1: Pathogenesis of Oligodendrogliomas and Gliomas within Here-
ditary Disorders

Pathological processes within cerebral tumors at the level of genome were
outlined and specific chromosomal deviations in astrocytic tumors were
described in Part 1. Part II deals with the changes taking place in oligo-
dendroglial and glial tumors within hereditary disorders.

Key words: glioma, oligodendroglioma, oligoastrocytoma, ependymoma,
Li-Fraumeni syndrome, neurofibromatosis

V prvni &sti byly nastinény zdkladni bun&éné cesty, které se podileji
v tumorigenezi astrocytomil. Tato ¢ast je zaméfena na genetické zmény v oli-
godendrogliomech a dédi¢na onemocnéni, v ramci kterych se vyskytuji glidlni
nadory.

Oligodendrogliilni nddory

Oligodendrogliomy vychdzi z oligodendrocytii. Vyskytuji se jednak ve formé
oligodendrogliomu WHO gr. 11, nebo ve formé jeho malign&ji varianty — ‘ana-
plastického oligodendrogliomu WHO gr. III (obr. 1). Od astrocytirnich nadort
se odliSuji pfedevsim svoji chemosenzitivitou a pongkud lepsi prognézou.

U oligodendroglidlnich nddort je nejéastéji zjisténou aberaci delece Ip (p-
kratké rameno chromozomu) a 19q (g-dlouhé rameno chromozomu). Ve vé&tsi-
n& piipadd se tyto delece vyskytuji spole¢né v ramci jednoho tumoru, maji
zfejmé synergicky ucinek a postihuji zpravidla celé rameno chromozomu.
U oligodendrogliomii se vyskytuje ztrita heterozygozity (LOH) 1p az ve 100
%, LOH 19q v 88 % a kombinovand LOH 1p/19q rovnéz cca v 88 % (1, 2).
U oligoastrocytomii (smiSenych nadori s oligodendroglialni slozkou) se LOH
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Obr. 1. Anaplasticky oligodendrogliom gr. I1I frontdlné F vlevo.

Ip vyskytuje v 19-100 %, LOH 19q v 14-75 % (1-4).
Toto velké rozmezi je dano piedevsim ponékud vagni
histologickou interpretaci oligoastrocytomu.

Pii hodnoceni genetickych abnormalit v oligodend-
roglidlnich nadorech pomoci CGH je frekvence detekce
LOH 1p a 19q u oligodendrogliomii 79 % pro 1p a 74 %
pro 19q. U oligoastrocytomi se LOH 1p vyskytuje pou-
ze v 25 % a LOH 19q pouze ve 30 %. Pfedpoklada se, Ze
ztrata 1p a 19q je ¢asnou udalosti v onkogenezi oligo-
dendrogliomu. V nékterych nadorech nalézame ale pou-
ze LOH 1p, v jinych naopak pouze LOH 19q (5-7).

U oligoastrocytomu v obou slozkach nachazime stejné
aberace, coz svéd¢i pro monoklondlni pivod nddoru.
Schopnost diferenciace do astrocytarniho ¢i oligodend-
roglidlniho fenotypu je ziejmé ovlivnéna podminkami
vnitiniho prostredi.

Oligodendrogliomy se pouze vzdcné objevuji v dét-
stvi. Navic v t&chto nadorech nebyla doposud delece 1p
& 19q prokazana (do 9 let véku). Ve vyssim véku Jiz
LOH Ip a 19q nalézame, ale frekvence vyskytu je mno-
hem niZ8i nez u oligodendrogliomil v dospélosti. Casté&ji
byla naopak zji§téna amplifikace téchto oblasti, navic
nebyl pozorovén pfiznivy efekt chemoterapie jako
u dospélych nemocnych. Nabizi se dvé€ moZznosti: 1. bud
onkogeneze détskych oligodendrogliomu probiha jinymi
cestami, 2. nebo se v nékterych pripadech muze jednat
o chybnou histologickou klasifikaci (napf. dysembrob-
lasticky neuroepitelidlni nddor — DNET, neurocytom,
ependymom z jasnych bunék) (8, 9).

Tumor-supresorovy gen v oblasti 1p a 19q?

Piestoze je u oligodendrogliomi nalézana delece 1p
a 19q velmi Casto, zatim nebyl v této oblasti urcen Zad-
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ny tumor-supresorovy gen (TSG). Pro analyzu byly
vybrany vzorky DNA z t&ch nadord, kde doglo k parci-
ani deleci 1p ¢ 19q. Jako oblast zijmu byl v pfipadé
delece 1p nakonec zvolen TP73, gen pro protein p73,
ktery je do znaéné miry homologni s p53 (10) a nacha-
zi se v oblasti 1p36.32 (v oblasti D15468). Piestoze
existoval velky piedpoklad potvrzeni role p73 v onko-
genezi oligodendrogliomu, nebyly doposud v genu
TP73 nalezeny zadné mutace (11, 12), hypermethylace
promotoru byla zjiSténa v 46 % oligodendrogliomu
a v 27 % anaplastickych oligodendroglioma (13).
Navic se ukazuje, ze p73 se chova spise jako onkogen
ne7 tumor-supresorovy gen (v normdlni tkéni plic
a ledvin byla zjisténa monoalelickd exprese p73,
zatimco v nadorech z téchto tkani exprese bialelicka)
(14, 15). TP73 je imprintovany a maternalné exprimo-
vany gen, ztrita imprintingu by mohla byt soucasti
onkogeneze diky aktivaci némé alely a z toho vzniklé
overexpresi genu. Situaci navic komplikuje fakt, Ze
existuji dvé izoformy p73 se dvéma riznymi promoto-
ry, TAp73 a ANp73. TAp73 funguje jako TSG, zatimco
ANp73 jako domnély onkogen. Diky tomu, Ze ale
nebyly Zadné mutace TP73 v oligodendrogliomech
nalezeny, je jeho role jako TSG sporna. Zda se skutec-
né chové jako onkogen, neni zatim dofeSeno. Z dalSich
moznych gent pripadaji v tvahu jest¢ CDKN2C
a RAD54 lokalizované na 1p32, nicméné v oligodend-
rogliomech jsou mutace CDKN2C vzacné (16) a muta-
ce RAD54 nebyla nalezena (17).

Delece 19q v oligodendroglialnich nadorech posti-
huje takika vzdy celé rameno chromozomu. Tato dele-
ce se vyskytuje i v astrocytomech, zde se ale ¢asto jed-
na o parcidlni deleci. Navic u astrocytomi je tato
delece znamkou maligni progrese, coZ je v kontrastu
s jejim vyskytem u oligodendrogliomu, kde ma
vyznam piesné opaény. Diky vyzkumu byla nakonec



oblast zijmu soustfedéna na 19q13.3 mezi lokus
D195412 a STD (18) a mezi D19S241E a D195596
(19). V této oblasti se nachazi geny GLTSCRI, EDH?2,
GLTSCR2 a SW, ale zadné abnormality téchto genii
nebyly odhaleny (20). »

Vzhledem k tomu, Ze dosud nebyl odhalen Zidny
tumor-supresorovy gen, je mozné Ze se muZe podilet na
onkogenezi jiny mechanismus neZ doposud uvaZovany
model dvojiho zdsahu* (two-hit theory). Genomovy
imprinting se za normdlnich okolnosti podili na embryo-
ndlnim vyvoji. Bylo ale prokazino, Ze hraje roli i ve
vzniku nékterych nddori. Aberantni exprese takového
imprintovaného genu muiZe nastat deleci, mutaci nebo
methylaci exprimované (neimprintované alely) nebo
ztrdtou imprintingu se zvySenim exprese pfislusného
imprintovaného protoonkogenu (21). Jak na 1p36, tak na
19q13 se nachazi imprintované geny (napf. TP73 na lp
nebo PEG3 (paterndlné exprimovany gen 3) (22).
V nékterych nidorech byla skutené& zjisténa paternilni
delece 19q, ale ne ve vSech oligodendrogliomech a pro-
to i tato hypotéza plné neobjasiiuje onkogenezi oligo-
dendroglidlnich-nadoru (23).

V ramci moZnych pfi¢in je nutné brat v potaz i methy-
laci jako epigeneticky mechanismus genové regulace.
Navic nékteré geny, pokud jsou exprimovany pouze jed-
nou funkéni alelou, nedokdZi dostatedné blokovat riist
nadoru (24).

Ostatni genové abnormality v oligodendroglidlnich
nadorech

Vedle jiz zminénych zmén miZeme v oligodendrogli-
omech a oligoastrocytomech nalézt v mensi mife i muta-
ce TP53, deleci CDKN2A, LOH 4q, 4p, 9p, 9q, 13q,
14q, 17p a 18q. Na rozdil od astrocytomu je nilez LOH
17p a mutace TP53 sporadicky a v kombinaci s LOH 1p
vzdcny (25). U anaplastickych oligodendrogliomi se ale
ve zvySené mife vyskytuji abnormality obdobné jako
u astrocytomil. Nachazime deleci 9p, delece CDKN2A/B
(9p21), deleci 10q, mutace PTEN (10q23), amplifikaci
Ci overexpresi EGFR (7pl2). Pomoci komparativni
genomové hybridizace (CGH) pak byly detekovéany
i dalsi delece na 4q, 9p, 10, 13q, 15q a amplifikace na 7
a 8q. VSechny tyto aberace byly kromé& amplifikace 8q
(u 25 % oligodendrogliomi) nalezeny pouze u anaplas-
tickych oligodendrogliomi, takZe existuje predpoklad,
Ze tyto oblasti obsahuji geny, které se podili na maligni
transformaci oligodendrogliomu v anaplasticky oligo-
dendrogliom (obr. 2). Individudlni CGH studie pak smé-
fuji tuto maligni transformaci pfedev§im na delece 3p,
14q a 15q (26).

Alternativni genetické cesty u oligodendroglidlnich
nadort ;

Vzhledem k tomu, Ze deleci 1p/19q nachédzime ve vét-
Siné€ ale nikoli u vSech oligodendroglidlnich nadort, zna-
mena to, Ze existuji i jiné cesty onkogeneze téchto nado-
ri. V soucasné dobé u oligoastrocytomi pfepokladame,
Ze existuji nejméné dva zpisoby, jak tyto tumory vzni-

Genetické alterace u oligodendrogliomu a anaplastického oligodendrogliomu

bligodendmcyty nebo prekurzorové buﬁky]’

LOH 1p Zvy¥eni exprese
LOH 19q EGFR, PDGF/PDGFR
LOH 4q

[ oligodendrogliom WHO st.il. |

Delece CDKN2A Amplfikace
Delece CDKN2C CDK4, EGFR MYC
LOH9p a10q zvyiena exprese VEGF

LAnaplasticky oligodendrogliom WHO st.lIl. '

Obr. 2. Genetické alterace spojené s progresi oligodendrogliomu
(upraveno podle Kleihues P, Cavenee WK, editors. World Health Orga-
nisation classification of tumours: Pathology and genetics of tumours
of the nervous system. Lyon: IARC Press, 2000).

Genetické alterace u oligoastrocytomu a anaplastického oligoastrocytomu

Bipotencialni glialni (prekurzorové) buriky ?]

LOH 1p Mutace TP53
LOH 19q LOH17p
I Oligoastrocytom WHO st.II.
Delece CDKN2A Nahodild amplifikace
LOH 9p a 10q onkogenu (EGFR)

I Anaplasticky oligoastrocytom WHO st.Ill. l

Obr. 3. Genetické alterace spojené s progresi oligoastrocytomu (upra-
veno podle Kleihues P, Cavenee WK, editors. World Health Organisa-
tion classification of tumours: Pathology and genetics of tumours of the
nervous system. Lyon: IARC Press, 2000).

kaji. Prvni je analogicky k oligodendrogliomu, charakte-
rizovany pfitomnosti LOH 1p/19q (cca 50 % oligoastro-
cytomi). Druhé cesta odpovidé cesté vzniku astrocyto-
mi a je charakterizovdna mutaci 7P53 nebo LOH 17p
(cca 25 % oligoastrocytomtl). Néadory, jejichZ buiiky
nesou oba typy té€chto alteraci jsou malo ¢asté (obr. 3) (3,
27).

CGH vysetieni vzorki 157 oligodendrogliomii proka-
zalo Ctyfi nejcastéjsi typy detekovanych aberaci (- 1p, -
19q, + 7, - 10) (5). Tato subtypizace je aplikovatelna na
v8echny oligodendrogliomy. Ve vétsiné oligodendroglio-
mi byla nalezena delece 1p a/nebo 19q (77/157). Nékdy
jsou nazyvany ,,-1p/-19q* oligodendrogliomy. V dal3i
Casti t€chto nadord byly nalezeny delece na 10. chromo-
zomu a naopak amplifikace na chromozomu 7, tzv. +7/-
10 oligodendrogliomy (34/157). Mala &ast téchto nadort
byla oznacena jako ,,intermediate* a byla charakterizo-
vana kombinaci ,,-1p/-19q“ a ,,.+7/-10* (24/157). Existu-
je predpoklad, Ze se jedna primarné o ,,-1p/-19q* oligo-
dendrogliomy, u kterych v ramci maligni transformace
dochézi k deleci na 10. chromozomu a amplifikaci na 7.
chromozomu (6). Zbytek téchto analyzovanych oligo-
dendrogliomd neobsahoval ani jednu z pfedeslych &tyd
aberaci.
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Porucha kontroly buné¢ného cyklu a maligni
progrese

" Cesty p53 a RB1 v bodé G,/S jsou jednémi z nejcas-
t&ji postizenych regulatnich mechanismi u mnoha neo-
plazii v ramci onkogeneze ¢i maligni transformace.
U nizkostupiiovych oligodendrogliomi, WHO stupeii II,
jsou alterace cesty p5S3/RB1 vzicné (pouze 4 %/21 %
analyzovanych nadoru), ale Casté u anaplastickych oligo-
dendrogliomt, WHO stupeti III (65 %/50 %), pfi¢emz
sou¢asna porucha p53/RB1 byla u téchto vysokostuprio-
vych nadori nalezena v 45 %. Podobné jako u astrocyto-
mi v pfipadé poruchy RB1 cesty to byly nejCastéji alte-
race RBI genu, dile CDK4 a CDKN2A. U p53 cesty byly
nejcasté&ji postizeny geny TP53, pI4ARF a MDM?2. Ana-
lyzou 9p21 u oligodendrogliomi bylo zji§t€no, Ze
mechanismem alterace pfislu$nych geni (CDKN2A,
CDKN2B, pl4ARF) je vedle ztrity oblasti 9p21 spise
hypermethylace neZ mutace. Hypermethylace téchto
genil byla navic ve vyznamné korelaci s pfitomnosti
LOH 1p/19q a prakticky se nevyskytovala soucasné
s mutaci TP53 (27). Pfi analyze genetickych subtypi oli-
godendrogliomi bylo zjisténo, Ze nejcast&ji je porucha
p53 a RB1 cesty nalézdna v ,intermediate” oligodend-
rogliomech (-1p/-19q a +7/-10) (7).

Molekularni analyza genové eprese pomoci
mikrodipd

Pokroky v mikro¢ipové analyze umoZiiuji paralelné
vysetfit mnoho genu jak na drovni genomu (DNA), tak
na trovni exprese (RNA). Dve studie se zabyvaly pfimo
oligodendrogliomy. V prvni z nich porovnévajici oligo-
dendrogliomy gr. IT a anaplastické oligodendrogliomy gr.
III byla prokizéna rozdilnd genové exprese v zdvislosti
na grade tumoru. Druha studie porovnévala +1p a -1p
oligodendrogliomy. V +1p oligodendrogliomech bylo
nalezeno 123 genu s niZ§i rovni exprese a 86 genu
s naopak vys3i Grovni exprese oproti -1p oligodendrogli-
omim. Ze 123 gend s minimélné o 50 % niZsi Grovni
exprese byla polovina na 1p a 10% na 19q (28).

Ependymomy

Ependymomy jsou niddory vychézejici z ependymocy-
td, které tvoii vystelku komor a centrlniho kanalku. Jed-
né se predev§im o nadory détského v€ku, v dospélosti se
oproti ostatnim glidlnim tumorim vyskytuji podstatné
vzécnéji, nejéastéji ve formé& miSnich tumord. Z cytoge-
netickych a molekularné genetickych praci vyplyva, Ze
ependymomy jsou tvofeny nejméné dvéma skupinami
odlisnych nadord. Jedna z nich je charakterizovéina
vyskytem pfedevsim v dospélosti, typicka je miSni loka-
lizace. V tkani t&chto nadori je ¢asto nalezena monoso-
mie chromozomu 22 a mutace NF2 genu (29). Nadory
v jiné lokalizaci nemaji postizen NF2 gen, ale muZe byt
pfitomna jind odchylka chromozomu 22 (30). U dét-
skych nadora nalézime spiSe poruchy chromozomu 6,
dale monosomii chromozomu 13 ¢ LOH 17p (31, 32).
Alterace chromozomu 22 jsou u détskych ependymomi
vzacné. Rovnéz &astym ndlezem je amplifikace v oblasti

1g (1q22-31), kde pfedpokladdme nélez nékterého
z geni zodpovédnych za progresi a/nebo senzitivitu
k 1é¢b& ependymomui. CGH analyzou byly nalezeny
i ependymomy, jejichz CGH profil je normélni, bez zna-
mek genové abnormality na drovni chromozomu.

Gliomy mozku v-ramci dédi¢nych onemocnéni
Cytogenetické a molekularné genetické vySetfeni se
uplatiiuje i u hereditdrnich onemocnéni charakterizova-
nych vznikem ridznych typi mozkovych nadoru.
Neurofibromatéza 1. typu (NF1) je charakterizovina
mimojiné tvorbou mnoho&etnych neurofibromi, prede-
viim na kiZi, ale mohou byt postiZeny i nervové struktu-
ry. Typickym postiZzenim CNS pii NF1 je gliom optiku
(histologicky pilocyticky astrocytom), ktery se pfi NF1
obvykle vyskytuje oboustranné, dile to jsou difuzni
infiltrativné rostouci astrocytomy a glioblastomy. Byla
prokazana specifickd genové porucha pro protein neuro-
fibromin (GTP4za). NFI gen je lokalizovan na 17q11.2.
Nicméné z 300 dokumentovanych mutaci genu pro neu-
rofibromin bylo jen 21 z nich (7 %) zjist€no vicekrat.
Nejlast&ji se jedna o postizeni exonu 7 (33).
Neurofibromatéza II. typu (MISME — Multiple Inheri-
ted Schwannomas, Meningiomas, Ependymomas) je
podstatné vzacnéj§i nezZ NF1. Jednd se o autosomélné
dominantné dédi¢né onemocnéni. Je charakterizovana
vznikem oboustranného schwannomu akustiku, a dale
mnohotnym postizenim nervovych kofeni neurofibromy.
Vedle toho jsou Castym jevem i miSni ependymomy
a meningeomy, méné Casto pak pilocyticky astrocytom.

" NF2 gen je lokalizovan na chromozomu 22q12, protein

je nazyvan schwannomin (merlin) (34). Schwannomin je
nadorovy supresor, ktery je zavzat do aktin-cytoskeletar-
niho aparatu. Alterace cytoskeleton je ziejmé€ prvnim
krokem v patogenezi nékterych nadoru.

Li-Fraumeni syndrom je onemocnéni s autosomdlné
dominantnim zplisobem pfenosu, je charakterizovidno
vyskytem mnohotnych nadorovych onemocnéni, prede-
viim sarkomi, karcinomu prsu, hemoblastéz, ale rovnéz
mozkovych tumord, nejéast&ji astrocytomi (13 %) (35).
Ve vétsiné piipadi Li-Fraumeni syndromu je etiologic-
kym podkladem vrozend mutace genu T7P53. V malém
procentu byla nalezena mutace genu pro checkpointkina-
zu 2 (CHEK2- CHK2 checkpoint homolog (S. pombe),
serine/threonine-protein kinase Chk2). Gen je lokalizo-
véan na 22q12.1. Tato kinaza se aktivné€ iCastni na bunéc-
ném cyklu a podili se na zastaveni cyklu v G2 fazi v buii-
kéch s poskozenou DNA.

Komplex tuberézni sklerdzy (TSC) je dalsi z familiar-
nich onemocnéni, kterd postihuji rovnéz centrélni nervo-
vou soustavu. AZ v 50 % najdeme pozitivni rodinnou
anamnézu, zbytek jsou mutace de novo. Jednd se o auto-
somalné dominantné dédi¢né onemocnéni s vysokou
penetranci, ale s fenotypovou variabilitou. Genetické stu-
die prokazaly mutace v TSCI na 9934 a Cast€jsi v 7SC2
na 16p13.3. Gen TSCI kéduje protein hamartin, ktery je
exprimovan pfedev§im v mozku, ledvinich a srdci. Gen
TSC2 kéduje tuberin. Predpoklada se, Ze tuberin je nado-
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rovy supresor. Oba proteiny v buiice interaguji, coz
vysvétluje prakticky nerozeznatelny klinicky obraz obou
forem. Mezi nej¢ast&jsi projevy v CNS patfi hamartomy
(tubery), subkortikdlni glioneuronalni hamartomy, sube-
pendymalni glidlni noduly a subependymalni obrovsko-
bunéné astrocytomy (WHO grade I) (36, 37).

Turcotiv syndrom je charakterizovan vyskytem kolo-
rektdlniho karcinomu a maligniho neuroepitelialniho
nadoru (nejcastéji meduloblastomu & glioblastomu)
(38-40). Nejcastéji se objevuje v ramci familiarni ade-
nomatézni polypézy (FAP) ¢i syndromu hereditirniho
nepolypézniho kolorektalniho karcinomu (HNPCC).
Vyskytuje se ve tfech forméch. U Turcotova syndromu
typ 1 se vyskytuje glioblastom, néktefi pacienti maji
HNPCC, ale nemaji FAP. Genetickym podkladem je vro-
zend mutace genl hPMS?2 (7p22), hMSH?2 (2p16) nebo
hMLH1 (3p21), které se uplatiiuji v mechanismu opravy
bodovych mutaci DNA (DNA mismatch repair) (41).
PrestoZe frekvence tumorti mozku v ramci HNPCC syn-
dromu je nizkd, u nékterych pacientii vznika glioblastom
(38-40), ktery rovnéZ nese znaky mikrosatelitové insta-
bility, nicméné postizené geny jsou odli¥né od genl
postiZenych u Kolorektdlniho karcinomu. Typ 2 je cha-
rakterizovan vyskytem meduloblastomu u pacienti
s FAP. Genetickym podkladem je v tomto pfipadé muta-
ce genu APC (5q21) (42). Alterace APC muZe ovliviiovat
pohyblivost a adhezi epitelidlnich kmenovych bun&k ve
stievé. Neni jasné, zda se podobnym zpiisobem uplatiu-
je i v prekurzorovych buiikidch mozku. Jako Typ 3 jsou
oznacovany izolované nefamilidrni pfipady onemocnéni.

NBCCS - Naevoid basal cell carcinoma syndrom je
autosomalné dominantné dédi¢né onemocnéni spojené
se Sirokym spektrem vyvojovych anomalii a predispozi-
ci pro rist benignich a malignich nddorti. Syndrom je
zplsoben vrozenou mutaci genu PTCH na chromozomu
9q22.3 (43). V soucasné dob& je zndmo 67 mutaci genu
PTCH v souvislosti s NBCCS, které jsou rozprostieny po
celé délce genu bez znamky ptitomnosti néjakych predi-
lekenich horkych mist (,,hot-spots®). Hlavnim klinickym
projevem jsou mnohocetné kozni karcinomy, odontogen-
ni keratocysty a-palmiarni a plantirni dyskeratotické
dolicky. V mozku se objevuji kalcifikace, byva makroce-
falie a vznikaji nékteré nadory, dominantn& medulobla-
stom.

Cowdenové choroba (CD) je autosomalné dominantné
dédi¢né onemocnéni charakterizované riznymi hamar-
tomy a nadory. Hlavnim intrakranialnim projevem cho-
roby je dysplasticky gangliocytom mozecku. Dalsi pro-
jevy jsou koZni léze a afekce sliznice dutiny dstni,
hamartomové polypy tlustého stfeva, nadory 3titné Zlazy
a karcinom prsu. Dysplasticky gangliocytom mozecku
(Lhermitte-Duclosova choroba) je benigni mozeckova
léze postihujici mladé jedince, sloZens z dysplastickych
gangliovych bun€k. Nador postihuje viechny vekové
skupiny s maximem kolem 34. roku Zivota. ProtoZe se
mozeckovy nador miZe objevit jako prvni a predchazet
dal3i projevy CD, je nutné tyto pacienty dale sledovat,
pfedevS§im s ohledem na moZnost vzniku karcinomu

prsu. Tato choroba je iizce spojena s jinym onemocnénim
— Bannayan-Zonana syndromem, ktery je charakterizo-
van mentélni retardaci a hainartomy. Obé onemocnéni
Jsou zplsobena germinalni mutaci genu PTEN (44).

Prognéza a terapeutické implikace u mozkovych
gliomi na ziklad& nalezenych genovych abnormalit

V soucasné dobé byla prokizina tato terapeuticka
implikace spojena s dobrou prognézou pouze u oligo-
dendrogliomd. Pokud nadorovi buiika nese deleci Ip
(pokud mozno celého ramene) a jesté lépe v kombinaci
se ztratou dlouhych ramen 19 (19q), jedn4 se o pozitivni
ukazatel chemosenzitivity a lepsi prognézy téchto
nemocnych. VSechny anaplastické oligodendrogliomy
s kombinovanou deleci 1p a 19q, nebo alespori izolova-
nou na 1p velmi dobfe reaguji na chemoterapii kombina-
ci procarbazinu, CCNU a vincristinu (PCV kombinace)
(45). Senzitivita k této 1é¢bé je znaéna — polovina takto
1éCebnych pacientii vykazuje regresi tumoru na MR. Na
druhé€ strané jenom Ctvrtina nadort, u kterych uvedené
delece nejsou piitomné, reaguje na PCV 16¢bu, ale vidy
Jjenom &4stecné. Nedochazi k regresi na MR. Tyto gene-
tické rozdily téZ ovliviiuji délku preZiti. Pacienti s ana-
plastickym oligodendrogliomem s klasickou genetickou
kombinovanou deleci (-1p, -19q) maji primérnou délku
preZiti 10 let oproti 2 rokiim u druhé podskupiny s dele-
ci na chromozomu 10 a amplifikaci na chromozomu 7
(45). Pacienti s deleci CDKN2A maji naopak kratsi pri-
mérnou délku peZiti. U ostatnich glidlnich nadort zatim
takovy jednozna¢ny vztah nenachazime, i kdyzZ i zde se
objevuji prvni zpravy, které do budoucna mohou zménit
nase soucasné postupy.

V bfeznu 2005 byla publikovina multicentrick4 ran-
domizovana studie 1é¢by glioblastomii (46). Soudasné se
studii, ktera prokazala signifikantn& vy33i u¢innost lécby
konkomitantni chemoradioterapii s temozolomidem,
byla rovnéZ opublikovéna prace, kterd sledovala &etnost
vyskytu hypermethylace promotoru MGMT a kteri si
dala za cil porovnat G&innost léCby temozolomidem
v zavislosti na piitomnosti ¢i nepfitomnosti hypermethy-
lace MGMT u stejné skupiny nemocnych. Jiz predtim ale
né€kolik studii prokazalo, Ze methylace MGMT promoto-
ru vede ke sniZeni exprese MGMT (,.gene silencing®)
a zarovefi zvySuje chemosenzitivitu k alkyladnim cyto-
statiktim (47).

O6-methylguanin-DNA methyltransferiza (MGMT)
je protein se schopnosti oprav DNA: odstrafiuje alkyl
skupinu z pozice O6-guaninu, coZ je vyznamné pozice
z hlediska DNA alkylace. Skupina vedend Dr. Hegi pro-
vedla specifickou PCR k uréeni methylace u celkem
307 z 573 vzorku tkané glioblastomu. Ve 206 ptipadech
byl vysledek dostate¢n& vypovidajici, aby bylo moZno
urCit, zda je promotor MGMT methylovdn & nikoli.
V 92 ptipadech byla methylace nalezena, ve 114 pro-
motor methylovan nebyl. Pro celou skupinu 206 paci-
entd s identifikovanym promotorem MGMT platilo, Ze
byl signifikantni rozdil, bez ohledu na 1é¢bu, v celko-
vém pieZiti mezi skupinou s methylaci a bez methylace
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promotoro MGMT. Medidn pieZit u pacientd s methy-
laci promotoru dosdhl 18,2 mésice na rozdil od skupiny
bez methylovaného promotoru MGMT, kde mediin
preziti doséhl pouze 12,2 mésici. Pokud byl nalez met-
hylace vztaZen i k 1éZebnému postupu (tj. konkomitant-
ni chemoradioterapie temozolomidem s naslednou
adjuvantni 1é¢bou temozolomidem versus samotnd
radioterapie), pak nejdeliiho medidnu pfeziti — 21,7
mésict dosahla skupina nemocnych s methylaci promo-
toru MGMT, ktefi byli zarovefi randomizovani do sku-
piny konkomitantni chemoradioterapie. Dvouletého
preziti v této skupiné dosdhlo 46 % pacientd, oproti
22.7 % t&ch s methylaci MGMT promotoru, ktefi byli
randomizovani do vétve radioterapie bez temozolomidu
(48). Tyto udaje naznaluji, Ze stav methylace MGMT
promotoru mizZe mit urity prognosticky vyznam, Z4ro-
veii miZe byt urlujicim parametrem d¢innosti temozo-
lomidu v 1é¢bé malignich gliomi, nepfitomnost methy-
lace MGMT promotoru zna¢i pouze maly nebo dokonce
7adny prospéch z 1éEby temozolomidem, pokud
bychom se nepokusili MGMT depletovat napi. O6-ben-
zylguaninem.
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Kniha je rozdélena do 7 kapitol, ma 132 stranek, a mnoho kvalit-
nich schémat a fotografii. Je urCena zejména specialistim, détskym
neurochirurgim, ale i ortopedim &i traumatologim zabyvajicimi se
problematikou kraniocervikilniho spojeni. Kapitola prvni se zabyva
anatomii, embryologii, normalnim a abnormalnim vyvojem kraniocer-
vikalniho spojeni. V kapitole druhé najde &tendf klinickou biomecha-
niku. V kapitole tfeti jsou probrany patologické jednotky jako Downiv
¢i Klippel-Feiliv syndrom, neurofibromatéza 1. typu a dalsi. Trauma-
tologie je podrobné probrina v kapitole 4, a to véetné poranéni m&k-
kych tkdni a vazivového aparatu. V kapitoldch 5-7 jsou popsany tech-
niky konzervativni a chirurgické 1é¢by kraniocervikalniho spojeni
u déti. Jednotlivé kapitoly jsou velmi kvalitné doplnény obrazovou

dokumentaci. Ve své podstaté je publikace koncipovana jako atlas
s jasnym aZ schématickym doporugenim k 1é¢bé celého spektra one-
mocnéni postihujicim kraniocervikalni spojeni. Zavéry kapitol jsou
prehledné, je zde kladen diraz na rozdily mezi détskou a dospélou
patefi. Jsou zde shrnuty lécebné postupy, které byly vysvétleny
v samotné kapitole. SlouZi jako rychly, pfehledny ndvod k 16¢bé. Kni-
ha je dilem kolektivu autort, zabyvajicich se intenzivn& danou proble-
matikou. Poskytuje étendfi zkusenosti vynikajicich odbornikii. Nikoliv
dogmatiky, ale se snahou o diskusi. Ddvd moZnost zamyslet se nad
feSenim jednotlivych typi onemocnéni.

Prof. Pavel Haninec

Ceska a slovenska neurologie a neurochirurgie
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Abstract. In oligodendroglial brain tumours, losses of
chromosomal material of the short arm of chromosome
1 and long arm of chromosome 19 have been shown to
predict responsiveness to chemotherapy and prolonged
patients’ survival. Therefore, the correct diagnosis of
these genetic alterations in tumours of oligodendroglial
origin is particularly important. To detect deletions of
1p36 and/or 19q13.3 in oligodendroglial cells we used
dual-colour I-FISH with locus-specific DNA probes.
I-FISH was performed on isolated whole cell nuclei,
prepared from fresh non-fixed tumour tissue samples
resuspended in media and processed using a standard
cytogenetic procedure, thus bypassing the problem of
nuclear truncation. We examined 16 patients with his-
tologically proved oligodendrogliomas (5x oligoden-
droglioma, 9x anaplastic oligodendroglioma, 2x
anaplastic oligoastrocytoma). The results of molecular
cytogenetic analyses were correlated with morphologi-
cal and clinical findings. Molecular cytogenetic analy-
ses were successful in 15 patients and, due to a non-
adequate tissue specimen, were uninformative in one
patient only. Combined deletions 1p36/19q13 were
proved in 13 patients. However, in six of them addi-
tional genetic alterations typical for high-grade astro-
cytoma were found, which could have negative
influence on the prognosis. One patient had isolated
deletion of 1p36 and another had a normal genetic pat-
tern without any chromosomal alterations. In summary,
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I-FISH on isolated cell nuclei is a powerful tool for
detecting chromosomal aberrations in tumour cells. A
systematic molecular cytogenetic analysis may advance
diagnosis, prognostic stratification, and targeted treat-
ment of patients with brain tumours.

Introduction

Diffuse gliomas are the most common primary
tumours of the central nervous system affecting adults.
It is a heterogeneous group of tumours with various his-
tological subtypes that differ in response to treatment
and in the prognosis of the disease (Smith et al., 2000).
The most frequent tumours are derived from astrocytes
and from oligodendrocytes. Traditionally, the classifi-
cation and grading system of glial tumours is based on
histopathological features, such as resemblance of
astrocytic or oligodendrocytic cells, nuclear pleomor-
phism, mitotic activity, proliferation rate, necrosis, etc.
The World Health Organization classification of
gliomas recognizes three major histological types of
tumours: astrocytomas, oligodendrogliomas, and
oligoastrocytomas. Each type can be further divided
into two or three malignancy grades (Coweli et al.,
2004). Oligodendrogliomas are graded using a two-
tiered system where well-differentiated tumours are
considered to be Grade Il and anaplastic variants are
Grade III (Kelley et al., 2005).

The treatment of diffuse gliomas (surgery, radiothera-
py and chemotherapy) is problematic due to their diffuse
nature. Surgical intervention never succeeds in removing
the tumour tissue completely. This is why the disease
relapses and progresses even in case of lower-grade
tumours (Godard et al., 2003). Differentiation of glial
subtypes based solely on nuclear and cellular morpholo-
gy is subjective and various subtypes sometimes cannot
be distinguished even when using specific immunohisto-
chemical markers. However, the correct diagnosis of
tumours of oligodendroglial origin (including oligoastro-

Folia Biologica (Praha) 52, 71-78 (2006)
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cytomas) is particularly important because 60% to 70%
of anaplastic oligodendrogliomas (AO) are sensitive to
combined chemotherapy and their prognosis is signifi-
cantly better than that for astrocytic tumours of corre-
sponding grades (Coweli et al., 2004). Therefore, new
diagnostic and prognostic indicators must be sought to
enable stratification of the treatment and to help reduce
morbidity and mortality of patients. Subclassification of
patients according to specific chromosomal aberrations
in tumour cells is one of the possibilities.

Cytogenetic and molecular studies of glial tumours
performed during the last decade identified several
recurrent, non-random genetic abnormalities associated
with different subtypes of glial tumours. Specific gene
mutations, loss of heterozygosity, deletions and/or
amplifications of entire chromosomal regions were
described in specific tumours including gliomas.
Gliomas are characterized particularly by chromosomal
deletions, inappropriately activated intracellular sig-
nalling pathways, and/or loss of the activity of tumour
suppressor proteins. The most frequent specific alter-
ation in oligodendroglial tumours, grades II and 111, is
the combined loss of chromosomal arms 1p and 19q,
which could be found in 50-80% of patients. In astro-
cytic tumours of higher grades, other chromosomal
aberrations associated with tumour progression could
be found. The most frequent and most important alter-
ations thought to influence the prognosis include 9p21
(p16, CDKN2A), 13q14 (RBI), 10923 (PTEN) dele-
tions and/or monosomy of the whole chromosome 10 as
well as epidermal growth factor receptor (EGFR)
amplification (Table 1).

Over the last few years, certain molecular cytogenet-
ic and molecular genetic techniques have been devel-
oped and applied to the workup of gliomas. This has
resulted in improved diagnostic and prognostic accura-
cy and has allowed the clinician to formulate a poten-
tially more effective treatment strategy. In this study we
used interphase fluorescence in situ hybridization (I-
FISH) and/or comparative genomic hybridization
(CGH) for detection of specific genetic alterations in

oligodendroglial cells. I-FISH was performed on whole
cell nuclei prepared from tumour cell suspensions by a
standard cytogenetic procedure. This approach over-
comes the problem of nuclear truncation, which is char-
acteristic for analysis of sections prepared from frozen
or formalin-fixed, paraffin-embedded tissue.

Our work was aimed at detailed molecular cytoge-
netic study in a group of patients with histologically
proved oligodendrogliomas and/or oligoastrocytomas
with focus on detection of the most frequent and prog-
nostically most important chromosomal aberrations
described in oligodendroglial tumours so far, i.e. dele-
tions of chromosomal regions 1p36 and 19q13.3, and
on comparison of the results of the molecular cytoge-
netic analysis in all patients with morphological and
clinical findings.

Material and Methods

Patients

The study included 16 patients with histologically
confirmed oligodendrogliomas and/or oligoastrocy-
tomas (WHO grade II-11T) admitted to the Department
of Neurosurgery of the 15 Faculty of Medicine and
Central Military Hospital in Prague between March
2004 and December 2005. All examinations were car-
ried out on cells acquired from tumour tissue taken dur-
ing a routinely performed neurosurgical procedure. All
patients gave written informed consent to the proposed
therapeutic procedure and to the provision of samples
for research purposes.

Sample extraction and processing

Fresh non-fixed tumour tissue samples were resus-
pended in media (PBS, heparin) and further processed
using standard cytogenetic procedure (hypotonia, fixa-
tion). Standard microscopic preparations for I-FISH
were prepared from fixed cell suspensions. When a suf-
ficient amount of a sample was available, part of the
tumour tissue was used for isolation of DNA, which
was further processed by CGH.

Table 1. Specific chromosomal aberrations in diferent subtypes of diffuse gliomas

type of diffuse glioma subtype

WHO grade chromosomal aberrations

astrocytoma diffuse astrocytoma

anaplastic astrocytoma

glioblastoma multiforme
— primary

glioblastoma multiforme —
secondary

oligodendroglioma low-grade oligodendroglioma

anaplastic oligodendroglioma

II
I

v

I\%

II
1II

deletion/mutation of p53 gene, aneuploidy

deletion of p53 gene, deletion of p/6 gene, deletion of
RB1 gene, aneuploidy

amplification of EGFR gene, deletion of p/6 gene,
deletion of RBI gene, monosomy 10,

aneuploidy

deletion of p53 gene, deletion of p/6 gene, deletion of
RBI gene, monosomy 10, aneuploidy

deletion of 19q13.3, deletion of 1p36, aneuploidy

deletion of 19q13.3 / deletion of 1p36, ancuploidy
(combined deletions are markers of good prognosis)
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Molecular cytogenetic analyses

I-FISH: Dual-colour interphase FISH with locus-
specific (LSI) and/or chromosome enumeration (CEP)
DNA probes (Abbott Vysis™, Des Plaines, IL) was car-
ried out according to manufacturers’ recommendations
for detection of the most frequent chromosomal
changes in glial cells. All samples were analysed by the
LST 1p36/1g25 and LSI 19q13/19p13 dual-colour probe
set for detection of the 1p36 deletion (spectrum green-
labelled 1925 control probe and spectrum orange-
labelled 1p36 test probe) and the 19ql3 deletion
(spectrum green-labelled 19p13 control probe and spec-
trum orange-labelled 19q13 test probe). In some cases
probes for detection of deletion of RBI and/or pl6
genes, amplification of the EGFR gene and/or mono-
somy of chromosome 10 were also used (used probes
are listed in Table 2). Cells were counterstained with
DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). Slides were
viewed using a fluorescent motorized Axioplan II
microscope (Zeiss, Gottingen, Germany) with appropri-
ate optical filters by two independent observers. In each
case, hybridization signals of at least 200 tumour cell
interphase nuclei were assessed. The ratio between the
numbers of fluorescence signals of tested and control
regions on chromosomes 1 and 19 was calculated. The
image was captured by a sensitive CCD camera and the
result was processed by specialized ISIS software
(MetaSystems GmbH, Altlussheim, Germany) for doc-
umentation.

The cut-off value (i.e. the breakpoint for classifica-
tion of the findings as positive or negative) was deter-
mined using control group samples obtained by brain
tissue resection in patients who underwent epilepto-
surgery. In these samples, I-FISH analyses were per-
formed using the same procedure and appropriate DNA
probes. The average value and the standard deviation
for the entire control group were determined. The
breakpoint was defined as the average value +2 SD,
which ensured the level of the diagnostic test specifici-
ty of 97.5% for amplifications and/or 95.0% for dele-
tions, assuming normal error distribution.

CGH: CGH analysis was performed on the same
material used for cytogenetic analysis according to the
previously published procedure (Kallioniemi et al.,
1992). Briefly, DNA was extracted using liquid nitro-
gen and a DNA isolation kit for mammalian blood
(Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany).
Tumour DNA was labelled with a Spectrum Green
dUTP by CGH Nick Translation Kit (Abbott Vysis™).
Approximately 200400 ng Spectrum Green tumour
DNA and 200 ng Spectrum Red normal reference DNA
(Abbott-Vysis) were ethanol-precipitated together with
10 pg Cot-1 DNA, centrifuged, resuspended in CGH
hybridization buffer, denatured, and hybridized to nor-
mal metaphase slides for 3 days. After hybridization,
the slides were washed for 2 min in 0.4x SSC/0.3%
NP40 at 74°C, and 30 s in 2x SSC/0.1% NP40 at ambi-
ent temperature. CGH analysis was performed using
ISIS software (MetaSystems™). For each analysis, at
least 15 metaphases were captured. Interpretation of
CGH profiles was done according to the published cri-
teria (Isola et al., 1994).

Results

Clinical data

We examined 16 patients with histologically proved
oligodendroglial tumours (5x oligodendroglioma, WHO
grade II; 9x anaplastic oligodendroglioma, WHO grade
III; 2x anaplastic oligoastrocytoma, WHO grade III).
There were six men and 10 women with mean age 43.5
years (ranging from 24 to 69 years). Clinical and treat-
ment data of the patients are given in Table 3. Fourteen
patients are alive, two women died — one of tumour pro-
gression and the other of non-oncological disease. Mean
overall survival was 37.6 months (ranging from 4 to 135
months). Recurrence or tumour progression occurred in
10 cases (1-3 times). Mean time of progression-free sur-
vival (PFS) in our patient cohort was 24.2 months
(median 12.5 months; ranging from 4 to 111 months).
Six patients are alive at present, without any symptoms
of progression and/or recurrence of the disease.

Table 2. DNA probes for I-FISH (Abbott Vysis)

Chromosome aberration DNA probe mix labelling
deletion of p16 (CDKN24) LSI® p16 (9p21) / CEP® 9
deletion of RBI LSI® RBI (13q14) / LSI® 13qter
deletion of 1p36 LSI® 1p36 / LSI® 1925

) SO /SG
deletion of 19q13.3 LSI® 19q13/ LSI® 19p13
amplification of EGFR LSI® EGFR / CEP® 7

monosomy 10

CEP® 10 / control CEP® probe

CEP — chromosome enumeration probe (centromeric, o satellite); LSI — locus-specific; SO — Spectrum Orange; SG —

Spectrum Green
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Table 3. Clinical data of patients

Pat. Ageat Sex dg WHO Locali- KFS Resection Ki-67

Necrosis Chemotherapy  Radio- Reccurence PFS OS

No. dg grade zation index therapy or progressi- (mo) (mo)
(years) (%) on
1 36 M AO 11T F 100 total 3.0 no PCV no yes 25 78+
2 54 F AO 1T F 0 partial nd yes temozolomide no yes 12 16
3 38 M AO 111 F 100 total 20.0 no PCV no yes 6 25+
4 38 F AO 111 CcC 100 biopsy nd yes PCV no no 18+ 18+
5 59 M AO 11T PT 100 partial nd no temozolomide no no 13+ 13+
6 52 F AO 1 PT 100 partial nd no PCV no yes 10 21+
7 24 M  AO 1T F 100 total 5.0 no PCV yes yes 30 58+
8 69 F AO 1 F 90 total nd yes PCV no no 5+ 5+
9 62 F AO 1 F 90 partial nd no PCV no no 4+ 4+
10 30 M AO 111 F 100 partial nd yes PCV yes yes 111 135+
11 24 F AOA 1II F 100 total nd no PCV no yes 54 63+
12 39 F AOA 1 F 100 partial 10.0 yes temozolomide yes no 9+ 0+
13 56 F (6] I F 0 partial 0.5 no WS no yes 11 20
14 31 F (6] 11 F 100 total 5.0 no WS no yes 47 79+
15 54 F (6] 1T F 100 biopsy 15.0 no A no yes 28 53+
16 30 M (6] 11 F 100 total 0.5 no WS no no 4+ 4+
Diagnosis: O — oligodendroglioma, AO — anaplastic oligodendroglioma; AOA — anaplastic oligoastrocytoma
Localization: F — frontal lobe; CC — corpus callosum; PT - parietotemporal
Chemotherapy: PCV — procarbazine/lomustine/vincristine; WS — watch and scan
PFS — progression-free survival in months
OS — overall survival in months
nd — not done
Table 4. Molecular cytogenetic findings
Pat.  Deletion Deletion Polysomy 7 / Monosomy 9 / Deletion Monosomy CGH
No. 1p36 19q13.3 EGFR amplification  deletion CDKN2A RB1 10
1 yes yes no yes no no nd
2 yes yes no yes no yes nd
3 yes yes yes yes no no nd
4 no no nd nd nd nd nd
5 no no nd nd nd nd nd
6 yes yes nd nd nd nd nd
7 yes yes yes yes yes yes nd
8 yes yes nd nd nd nd del(1p),del(5q),+7,-9,+11
9 yes yes yes nd nd no del(1p),-18,del(19q),del(22q)
10 yes yes nd nd nd nd nd
11 yes yes nd nd nd nd nd
12 yes no nd nd nd nd nd
13 yes yes yes no no no nd
14 yes yes no nd nd no del(1p),del(16q),del(19q),del(22q)
15 yes yes no nd nd no nd
16 yes yes no nd nd no nd

nd — not done

Data of I-FISH analysis

Molecular cytogenetic findings are given in Table 4.
I-FISH results in most cases corresponded well with
histological and clinical findings and confirmed origi-
nal diagnosis. Molecular cytogenetic analyses were
successful in 15 patients (94%) and were uninformative

in one patient only due to a non-adequate tissue speci-
men (No. 4).

Combined deletions of 1p36 and 19q13.3 regions
were proved in 13 patients (Figure la, 1b). Besides
1p36/19q13 deletions, additional genetic alterations
typical for high-grade glioma were detected in six of

—
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Fig. 1. (a) Non-dividing nuclei of brain tumour cells of patient No. 1 after hybridization with LSI 1p36 (red signal) / LSI
1925 (green signal) Dual Color Probe Set (Abbott-Vysis™) showing deletion of the 1p36 region. (b) Abnormal cells of the
same patient (No. 1) hybridized with LSI 19p13 (green signal) / LSI 19q13 (red signal) Dual Color Probe Set (Abbott-
Vysis™). Deletion of the 19q13 region was proved. (¢) LSI EGFR (red signal) / CEP 7 (green signal) Dual Color Probe
(Abbott-Vysis™) hybridized to a nucleus indicating five copies of chromosome 7 and high amplification of the EGFR gene
(patient No. 13). (d) CGH profile of patient No. 9, which shows loss of 1p, 19q and monosomy of the whole chromosome

18 [ish cgh dim(1)(p13pter),dim(18),dim(19)(q13qter)].
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the patients. These findings could have a negative influ-
ence on the prognosis of the disease (EGFR amplifica-
tion or polysomy of chromosome 7 in four cases
(Figure 1c), monosomy 10 in two cases, monosomy 9
or deletion of CDKN2A in four cases, and deletion of
the RBI gene in one case). Recurrence or tumour pro-
gression appeared in five of these cases. In one patient
(No. 11), isolated deletion of 1p36 was detected. One
tumour sample (No. 5) was classified as normal without
any chromosomal alteration.

Data of CGH analysis

CGH analysis was done in three patients with oligo-
dendroglioma. Combined deletion 1p/19q was con-
firmed in concordance with FISH analyses in patient
No. 9 (Figure 1d) and patient No. 14. Patient No. 8 was
positive for combined deletion of 1p36 and 19q13
according to FISH, contrary to CGH analysis, which
did not prove deletion of the 19q region due to the res-
olution of this method. In addition, CGH revealed dele-
tion of the terminal region of chromosome 5q, trisomy
of chromosomes 7, 11, and monosomy of chromosome
9 in patient No. 8.

Discussion

Oligodendrogliomas are glial tumours in which the
oligodendroglial cell is the predominant cell type. In
contrast to other types of gliomas, oligodendroglioma is
associated with generally good response to adjuvant
therapy (Paleologos and Cairncross, 1999). Therefore,
in patients with oligodendrogliomas chemotherapy is
recommended as the primary treatment modality. The
diagnosis of oligodendrogliomas, however, is frequent-
ly complicated by the fact that many tumours contain
an astrocytic component. Furthermore, the pathology of
these tumours is very complex and differentiation of
glial subtypes based solely on morphology is subjec-
tive, and various subtypes cannot be distinguished even
when using specific immunohistochemical markers. It
is essential to distinguish oligodendrogliomas from
astrocytomas because of the different therapeutic
approaches to these tumours. Due to the limitation of
histological classification and grading system, new
prognostic factors must be found. Genetic alterations in
gliomas seem to be one of these new independent prog-
nostic markers (Belaud-Rotureau et al., 2006).

Cytogenetic and molecular studies have identified
genetic aberrations during the tumorigenesis and pro-
gression of gliomas. The most characteristic are chro-
mosomal  deletions, inappropriately activated
intracellular signalling pathways, and/or loss of the
activity of tumour suppressor proteins. In high-grade
gliomas, several specific deletions could be found:
deletion of the 9p21 region (p16, CDKN24), deletion of
the 13q14 region (RBI), deletion of the 10q23 region
(PTEN) and/or monosomy of the whole chromosome

10. Furthermore, a common finding in primary
glioblastomas (grade IV) is the amplification of the
gene for EGF transmembrane receptor (EGFR). All
these findings are associated with tumour progression
and rather poor prognosis of patients.

Interestingly, several studies based on karyotype
analysis have shown that the deletion of the short arm
of the chromosome 1 and/or of the long arm of the chro-
mosome 19 are recurrently observed in gliomas, partic-
ularly in oligodendroglial tumours. These deletions
generally involve nearly the whole chromosome arm
(Belaud-Rotureau et al., 2006). In oligodendrogliomas,
such finding is considered to be a marker of good
response to chemotherapy and longer progression-free
(PES) and/or overall survival (OS).

Non-random losses of the genetic material from
chromosome 1 (especially telomeric parts of short
arms) were detected in a wide range of tumour diseases,
from various types of solid tumours to leukaemias and
myeloproliferative diseases, which gives evidence of
the fundamental role of alterations of chromosome 1 in
the pathogenesis of neoplasias. It is therefore expected
that the 1p region contains one or more candidate
tumour suppressor genes although they have not been
precisely determined so far. In glioma, allelic losses in
the 1p36 region most frequently occur between the
genetic markers D1S1612 and D1S468 (Smith et al.,
2000). The deletion of 1p36 is relatively rare in astro-
cytomas, but it is often found in anaplastic oligoden-
drogliomas, in which it is associated with higher
sensitivity to chemotherapy and prolonged survival
(Ino et al., 2001). On the contrary, deletions of 19q were
described in all three glial subtypes, with minimum
deleted regions defined in the locus 19q13.3 (D19S412-
D19S596). In other malignancies, deletions of 19q are
relatively rare, although they have been described, for
example, in acute lymphocytic leukaemia, lung cancer
or familial breast cancer. Therefore, it can be assumed
that the 19q13.3 region includes a candidate tumour
suppressor gene specific for gliomas (Smith et al.,
1999). Concerning prognosis in gliomas, the finding of
combined deletions of regions 1p36 and 19q13.3 is
especially important for patients with anaplastic oligo-
dendrogliomas and is a predictor of good response to
chemotherapy and longer overall survival in patients
treated with the PCV (proctarbazine, lomustine, vin-
cristine) regimen (Smith et al., 2000; Ino et al., 2001).
Combined 1p36/19q13.3 losses have been mostly
observed in oligodendrogliomas (50-93 % cases), less
frequently in oligoastrocytomas (9-58 % of cases) and
very rarely in astrocytomas (<10 % of cases) (Fuller et
al., 2003).

Over the last few years, certain molecular cytogenet-
ic and molecular genetic techniques have been devel-
oped and applied to the workup of gliomas and, in some
instances, they have become a routine part of the eval-
uation process. Besides polymerase-chain reaction
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(PCR)-based strategies for detection of loss of het-
erozygozity (LOH), genetic alterations may potentially
be detected by both basic molecular cytogenetic tech-
niques FISH and/or CGH. I-FISH with specific DNA
probes in paraffin-embedded tissues is a classical tech-
nique for analysis of chromosomal aberrations in brain
tumour cells. However, one major limitation of this
method is nuclear truncation in tissue sections, compli-
cating evaluation and interpretation of hybridization
results (Gelpi et al., 2003). To circumvent the problem
of signal truncation, we analysed the 1p and 19q status
in 16 samples of oligodendroglial neoplasms (4x oligo-
dendrogliomas, grade II; 10x anaplastic oligoden-
drogliomas, grade III; 2x anaplastic oligoastrocytomas,
grade III) using I-FISH on isolated whole tumour cell
nuclei, prepared from fresh non-fixed tumour tissue
samples, resuspended in media and processed using a
standard cytogenetic procedure.

This approach yielded interpretable results in 15
cases out of 16 analysed (94 %). Molecular cytogenet-
ic analysis was uninformative in one patient only due to
a non-adequate tissue specimen (No. 4). Combined
deletion of 1p36 and 19q13.3 regions was proved in 13
patients, eight with anaplastic oligodendroglioma, two
with anaplastic oligoastrocytoma, and four with oligo-
dendroglioma. Besides 1p36/19q13 deletions addition-
al genetic alterations typical for high-grade astrocytoma
were found in six of them. These findings could have
negative influence on the prognosis of the disease.
Recurrence or tumour progression appeared in five of
these cases.

Deletion of the 9p21 region was e.g. proved in
tumour tissue of patient No. 1. with original diagnosis
of well-differentiated oligodendroglioma (grade II), in
whom the tumour recurred three times and progressed
to anaplastic oligodendroglioma (grade I1l). CDKN24,
a tumour suppressor gene on chromosome 9p21 encod-
ing the p/6 protein, is homozygously deleted in a sub-
set of previously reported anaplastic oligodendro-
gliomas and is considered a negative prognostic factor.
The same 9p21 region is also similarly deleted in the
majority of anaplastic astrocytomas and glioblastomas,
suggesting that it is rather associated with high-grade
gliomas in general than with a specific glial lineage.
Analogously to our findings, the loss of p/6 has also
been associated with progression from well-differentiated
to anaplastic oligodendroglioma (Fallos et al., 2004).

In patient No. 13 with original diagnosis of oligo-
dendroglioma, we found EGFR amplification, a typical
finding in primary glioblastoma multiforme. This
patient showed two tumour recurrences 11 and 8
months after previous surgery, respectively. Moreover,
in three cases (Nos. 3, 7, 9) polysomy of chromosome
7 was proved, in which the EGFR gene is located.

In other two cases with anaplastic oligoden-
droglioma monosomy of chromosome 10 was detected.
In this chromosome, tumour suppressor gene PTEN is

located in the 10g23.3 region, which encodes dual
lipid-protein tyrosin phosphatase (Li et al., 1997). Its
deletion or inhibitory mutation occurs during progres-
sion in approximately 40% of high-grade gliomas, in
particular primary and secondary glioblastomas.

10q deletions and EGFR amplifications are suffi-
ciently rare in pure oligodendrogliomas to suggest the
possibility of alternate diagnoses, such as glioblastoma
or other astrocytic tumours. This glioblastoma variant
displays considerable morphologic overlap with
anaplastic oligodendrogliomas, including nuclear uni-
formity, clear perinuclear halos, a rich capillary net-
work, and/or microcalcification. Identifying EGFR
amplification in only one of our cases suggests that
such a finding is even rarer in oligodendroglial tumours
than 10q losses (Fallos et al., 2004).

We can conclude that I-FISH on isolated whole
tumour cells nuclei is a sensitive method for detection
and interpretation of specific chromosomal aberrations
in brain tumour specimens. In patients with oligoden-
droglioma, it is the essential part of diagnostics and it
considerably influences treatment and prognosis.
Further studies will be necessary to identify the real
prognostic significance of additional chromosomal
aberrations in patients with oligodendroglial tumours
and combined 1p36/19q13 deletions.
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2.3 Genové abnormity u nadoru

centralni nervové soustavy
Filip Kramar, Zuzana Zemanova

Lécba mozkovych nadora je Casto svi-
zelna ¢i nedspé$na. Soudobé moznos-
ti 1é¢by jsou v mnoha ptipadech limi-
tovany a definitivni vyléceni je napf.
u diftznich gliomt prakticky vylouce-
no. V soucasné dob¢ se proto diagnos-
tika téchto onemocnéni neomezuje
pouze na histologické uréent typu a p¥i-
padné gradingu nadoru, ale ¢im dal vi-
ce je kladen diraz na strukturalni zmé-
ny genomu nadorovych bunék. A ukazuje
se, tak jako v jinych oborech, ze ve vét-
§iné ptipadd jsou tyto genetické zmé-
ny urcitym zptisobem unifikované a ze
1ze najit typické chromosomalni abe-
race. Ve vétsiné ptipad nam zatim to-
to zji$téni nepomahd v 1é¢bé, ale umoz-
fuje urdit subtyp nadoru, a tak 1épe
rozpoznat prognézu pfislusného pa-
cienta.

K nejéastéj$im nadortm centralni
nervové soustavy patii diftizni gliomy.
Jedna se o heterogenni skupinu tumo-
ri riznych histologickych subtypt, kte-
ré se od sebe navzijem lisi odezvou na
1é¢bu a prognézou onemocnéni. Do té-
to skupiny pat#i jednak astrocytomy,
které se dale déli na nizkostupiiové
astrocytomy (low-grade astrocytoma;

WHO grade II), anaplastické astrocy-
tomy (anaplastic astrocytoma; WHO
grade III), primérn{ a sekundérni glio-
blastomy (glioblastoma multiforme;
WHO grade IV). Dale sem patf{ oligo-
dendrogliomy a oligoastrocytomy (WHO
grade II-IIT). Lé¢ba difdznich gliomd
je problematicka, protoze vzhledem
kjejich difdznimu charakteru rtstu ne-
muzZe byt nikdy radikalni, p¥i chirur-
gickém vykonu se nedafi nddorovou
tkan zcela odstranit. Proto i u tumord
nizsich stupiitt dochézi k relapsu, up-
gradingu a progresi onemocnéni. Shod-
né s literaturou a i podle nasich zku-
$enosti dosahuje mortalita nemocnych
s difiznimi gliomy vyssich stupia (I1I,
IV) béhem prvniho roku po stanoveni
diagnézy az 80 %. Optimaln{ 1é¢ebna
modalita, ktera by zdsadnim zptisobem
ovlivnila osud nemocnych s témito ty-
py néadord, nebyla dosud nalezena.
V soucasné dobé existuje shoda, Ze chi-
rurgicka 1é¢ba v kombinaci s ,tradi¢n{
onkologickou 1é¢bou“ nevede ke zlep-
$eni osudu nemocnych. Naopak se
predpoklada, ze metodou volby by mé-
la byt 1écba zalozen4 na znalostech ge-
netickych alteraci u jednotlivych na-
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dort. V posledni Klasifikaci mozkovych
nadort, garantované WHO a publiko-
vané v r. 2000, je zdiraznén vyznam
zmén genetické informace jak pro né-
dorovou progresi, tak pro moZznost te-
rapeutickym zpisobem tyto genetické
zmény opravit.

K nejéastéjsim (predstavuji asi 1 %
viech malignit) a zaroven i nejmalig-
n&j$im formam mozkovych nadort pat-
i1 anaplastické astrocytomy (pridmérna
délka preziti 53 mésicti) a glioblastomy
(pramérna délka pieziti 12 mésich).
Glioblastomy vznikaji ve vétsin€ ptipa-
dé de novo bez predchoziho prikazu
méné maligni prekurzorové 1éze (pri-
mérni glioblastom), nebo se mohou vy-
vinout z nizkostupfiového nebo ana-
plastického astrocytomu (sekundéarni
glioblastom). Rozlideni glidlnich sub-
typti zaloZené pouze na jaderné a bu-
né&¢né morfologii je subjektivni a jed-
notlivé subtypy nelze odlisit ani pomoci
specifickych imunohistochemickych
markerti. Proto je nezbytné hledat nové
diagnostické a prognostické ukazatele,
které by umoznily stratifikaci 1é¢by a ved-
ly tak ke sniZzeni morbidity a mortality
nemocnych. V odborné literatute byly
publikovény prvni tidaje 0 moZnostech
molekularné-genetické a molekuldrné-
-cytogenetické diagnostiky téchto na-
dort a byly identifikovany oblasti ge-
nomu, v nichz dochézi ke genovym
mutacim, ztraté heterozygosity, pii-
padné k delecim ¢i amplifikacim celych
chromosomovych oblasti.

U diftznich gliomi je ¢asto popiso-
véna napt. delece genu p53 lokalizo-
vaného na kratkych raménkach chro-
mosomu 17 v oblasti 17p13.1. Gen p53
patii do skupiny tumor-supresorovych
genti a je zaroven nejcastéji mutova-
nym genem u viech typt nadorovych

onemocnéni. Kéduje informaci pro pro-
tein o molekulové hmotnosti 53 kDa,
ktery hraje vyznamnou roli v regulaci
bun&éného cyklu, bunééné odpovédi na
poskozeni DNA a regulaci apoptézy. p53
je schopen rozpoznat poskozenou DNA
a zablokovat spole¢né s PCNA replika-
ci DNA & buiiku zastavit v G1 fazi bu-
né&éného cyklu pres indukei p21 (inhi-
bitor cyklin-dependentnich kinéz).
Ztrata genové informace (delece) ne-
bo mutace genu p53 byly detekovany
u asi 30-40 % astrocytomt viech tii
stuptid, coz svédei o tom, Ze vyfazeni
funkce tohoto genu je ¢asna a kriticka
udalost pii vzniku astrocytomdi. Poru-
cha funkce p53 tak hraje roli jak ve for-
movéani nizkostupfiovych astrocytomd,
tak i v jejich progresi smérem k se-
kundarnimu glioblastomu. Z toho vy-
chazeji i mozné budouci 1é¢ebné mo-
dality. Normalni adenovirus je schopen
syntetizovat tzv. E1B-protein. Tento
protein se vaZe na p53 a blokuje jeho
funkci. Tim je virus schopen repliko-
vat svou DNA. Naproti tomu virus
s mutantnim E1B-proteinem neni scho-
pen replikace za piftomnosti p53, ale
v nadorovych buiikach, kde je p53 de-
fektni & chybi, je virus schopen repli-
kace a zabiji hostitelskou butiku.
Mutace p53 jsou naopak vzacné
u primarnich glioblastomt (pouze asi
v 10 %). Tento fakt odrazi skutecnost,
7e glioblastom se vyviji dvéma odlis-
nymi cestami (primarni/sekundérni
glioblastom). Zde se ¢asto na rozvoji
nadoru podili protein MDM2. Gen pro
MDM2 je lokalizovan na chromosomu
12q14.3-q15. MDM2 ma4 v3echny zna-
ky transkripéntho faktoru, existuje v pé-
ti odli$nych variantach, z nichz dvé ma-
ji schopnost interakce s p53. Jednim
z vysledkd této interakce je vyfazeni
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p53 z vlivu na bunécny rist, a to me-
chanismem amplifikace MDM2. Tato
amplifikace je pozorovana v onéch 10 %
glioblastomt bez mutaci TP53, tj. u pri-
mérnich glioblastom, u kterych je na-
opak amplifikace MDM2 registrovatel-
n4 ve vice nez 50 %.

Pfechod z nizkostupniového astro-
cytomu do anaplastického je asto do-
provéazen deleci na kratkych ramén-
kach chromosomu 9 v oblasti 9p21.
V této oblasti je lokalizovén dal3f na-
dorovy supresorovy gen p16 (CDKN),
ktery ma dtlezitou funkci v regulaci
bunéného cyklu a Fdi ptechod z G1
faze do S faze. p16 je protein, ktery po-
dobné jako p21 blokuje aktivitu cyklin-
-dependentnich kinaz (Cdk4/6) a za-
brafiuje jejich vazbé na cyklin D. Delece
p16 byla popséna u piiblizné 2/3 viech
gliomt vy$$ich stupiiti (anaplasticky
astrocytom, primérni a sekundarni glio-
blastom).

Asiu 1/3 nemocnych s vysokostup-
flovym astrocytomem byla popséna de-
lece RB1 genu. Tento nddorovy sup-
resorovy gen je lokalizovan v oblasti
13q14 a kéduje protein o molekulové
hmotnosti 107 kDa. P¥i fosforylaci RB
proteinu dochézi k uvolnéni trans-
kripéntho faktoru E2F, s nimZ RB pro-
tein vytvaii komplex, ktery pak aktivu-
je geny nutné pro bunéénou proliferaci.
Delece RB1 byla poprvé popsina u ne-
mocnych s familidrnim i sporadickym
retinoblastomem, mdZeme se s ni viak
setkat u fady dal3ich typi solidnich na-
dort (napt. osteosarkom) i hematolo-
gickych malignit (nap. chronicka lym-
faticka leukémie, mnoholetny myelom).

U diftiznich gliomt jsou ¢asto popi-
sovany i delece v oblastech 1p a 19q.
Nendhodné ztraty genetického mate-
rialu z chromosomu 1 (zejména telo-

merické ¢asti 1p) byly detekovény u §i-
rokého spektra nadorovych onemoc-
néni od riznych typt solidnich nado-
rii az po leukémie a myeloproliferativni
onemocnéni, coz svéd¢i o fundamen-
talni roli alteraci chromosomu 1 v pa-
togenezi neoplazif. V oblasti 1p se pro-
to piedpoklada piitomnost jednoho
nebo vice kandidatnich tumor-supre-
sorovych gent, které se viak dosud ne-
podafilo pesné urdit. U diftznich glio-
mé dochazi nejast&ji k alelickym
ztratam v oblasti 1p36. Delece 1p36 je
pomérné vzacna u astrocytdrnich tu-
mort, ale &asto se vyskytuje u oligo-
dendrogliom®, u kterych je jeji nalez
povaZovan za marker dobré odpovédi
na chemoterapii a delsfho celkového
preziti. Naopak delece 19q byly po-
psény u viech ti glidlnich subtypt, pri-
¢emZ minimaln{ deletované oblast byla
definovana v lokusu 19q13.3. U ostat-
nich malignit jsou delece 199 pomérné
vzacné, piestoZe jiz byly popsény napt.
u akutni lymfatické leukémie, karci-
nomu plic nebo familidrniho karcino-
mu prsu. Proto lze v oblasti 19q13.3
predpokladat p¥itomnost kandidétni-
ho tumor-supresorového genu speci-
fického pravé pro diftzni gliomy. Z hle-
diska prognézy je u diftiznich gliomd
vyznamny zejména nalez kombinova-
né delece oblasti 1p36 a 19q13.3, kte-
ry je charakteristicky pro nemocné s oli-
godendrogliomy a je u téchto pacientt
prediktorem dobré chemoterapeutic-
ké odpovédi (trojkombinace PCV - pro-
karbazin, CCNU, vinkristin) a del$tho
celkového pieZiti.

Pro primarni glioblastomy je cha-
rakteristickd amplifikace genu pro
transmembréanovy receptor EGFR (Epi-
dermal Growth Factor Receptor). Ten-
to gen je normalné lokalizovan v ob-
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LS| 1p36 SO /1g25 SG

Obr. 2.3/1 Delece 1p36 (Eerveny signal)

LSI 19q13 SO/ 19p13 SG

Obr. 2.3/2 Delece 19q13 (Eerveny signal)

lasti 7p13p12. Protein EGFR je trans-
membranovy receptor, tvoteny tiemi
podjednotkami. M4 vnéjsi vazebnou
Cast, transmembrandzni st a cytoplaz-
matickou Cést. Je soucasti skupiny 4 re-
ceptord [(EGFR (HER1 nebo ErbB1),
ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3)
a ErbB4 (HER4)]. S témito ostatnimi
receptory mtiZe tvotit tzv. heterodimer
nebo dva EGFR proteiny vytvéieji ho-

modimer. Aktivovany EGFR je schopen
aktivovat tyrosinkinazu, ktera aktivuje
v jadie produkci cyklinu D, a tim sti-
mulovat buitku k ristu a déleni. K je-
ho amplifikaci dochézi v nadorovych
bunikdch asi 30-60 % nemocnych s pri-
marnimi glioblastomy, a to nejéastéji
v podobé extrachromosomélnich frag-
mentt (double minutes) s vysokym
poctem genovych kopii. Podle nékte-
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CEP 7/ LSI EGFR

Obr. 2.3/3 Amplifikace genu pro EGFR (Cerveny signdl), trisomie 7 (zeleny signal)

rych autord mtzZe mit gen EGFR vy-
znamnou tlohu v difdzni infiltraci glio-
blastomu do okolnich mozkovych tka-
ni. V soucasné dobé je znama celd fada
latek blokujicich EGFR ¢i tyrosinkiné-
zu, které postoupily do II. nebo IIL. fa-
ze Klinickych zkousek. Zaroven jsou ale
dostupné 1éky blokujici EGFR, které
jsou jiz vyuzivany v 1é¢bé nadorovych
onemocnéni (Iressa - gefitinib v 1éc¢bé
nemalobunéénych karcinomd plic).
Nestabilita genomu nadorovych bu-
nék se u nemocnych s mozkovymi tu-
mory pomérné ¢asto projevuje i vznikem
aneuploidii. Podle udaju v literatuie by-
ly aneuploidie prokazany u asi 25-69 %
véech astrocytomd. Podle nékterych
autort jsou nejcastéj$i zejména u pri-
marnich glioblastomd, zatimco u se-
kundarnich astrocytomi jsou méné
Casté. MiZzeme se setkévat jak s poly-
ploidiemi, tak s aneusomiemi jednotli-
vych chromosomti. Vieobecné se pied-
poklada, ze chromosomové monosomie
nebo trisomie souvisi s delecemi resp.
amplifikacemi potencialnich onkoge-
nti nebo kandidatnich tumor-supreso-

rovych gend, které jsou na piislusnych
chromosomech pravdépodobné lokali-
zovéany. K nejcasté&j$im pocetnim od-
chylkdm v asnych stadiich mozkovych
tumort patii napf. trisomie chromo-
somu 7, na kterém je mimo jiné umis-
tén i jiz zminény gen pro EGFR. Nao-
pak pfi progresi astrocytomt se Casto
objevuje monosomie chromosomu 10.
Na tomto chromosomu je v oblasti
10923.3 lokalizovan nddorovy supre-
sorovy gen PTEN (Phosphatase and
Tensin homolog deleted on chromoso-
me Ten, synonymum MMAC1), ktery
kéduje tyrosin/dualni specifickou fos-
fatazu. K jeho deleci nebo inhibi¢ni mu-
taci dochdz{ u pfiblizné 40 % vysoko-
stupfiovych gliom, zejména primérnich
i sekundarnich glioblastomd. Vrozené
mutace PTEN vede k rozvoji Cowde-
nové choroby (viz niZe).
Ependymomy jsou nejméné Casté in-
trinsické mozkové nadory vychazejici
z nervové tkané. Vyrtstaji z ependy-
mélnich bunék, které tvoii stény moz-
kovych komor a centrélnfho misniho ka-
nalu. Vyskytuji se Casté&ji u déti. Postihuji
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CEP 10 SO/CEP 6 SG

Obr. 2.3/4 Monosomie 10 (¢erveny signél)

predevsim oblast 4. komory, kréni mi-
chy a mi$niho konu. Jejich biologické
chovani je znatné odli$né, ale 1ze obec-
né ¥ici, Ze misni nddory maji lepsi pro-
gnézu oproti 1ézim mozkovym. Publi-
kované cytogenetické analyzy rovnéz
u ependymom prokazaly nékteré chro-
mosomalni aberace, ale jejich vyskyt ne-
ni tak konstatni ve srovndni s difizni-
mi gliomy. V nékterych anaplastickych
ependymomech byly prokazény delece
9p a 13q, coz by mohlo znamenat alte-
raci p16 a RB1. U spinalnich tumort
(st. II) byly naopak Casto nalezeny po-
lysomie. V buiikach téchto nadord by-
la ¢asto rovnéZz prokazana delece 22q,
podobné jako u NF2 (viz niZe).
Cytogenetické a molekularné gene-
tické vySetteni se uplatiuje i u heredi-
tarnich onemocnéni charakterizovanych
vznikem typt mozkovych nadort.

2.3.1 Neurofibromatéza . typu

Je charakterizovdna mimo jiné tvorbou
mnohocetnych neurofibromt, piede-

vsim na k7, ale mohou byt postizeny
i nervové struktury. Dale to jsou mno-
hocetné kozni skvrny charakteru café-
-au-lait, mnohocetné pihy v axilach
a v inguinach, hamartomy duhovky
a rtizné kostni 1éze. Casto uzivanym sy-
nonymem je von Recklinghausenova
nemoc. Typickym postizenim CNS pti
NF1 je gliom optiku (histologicky pilo-
cyticky astrocytom), ktery se pti NF1
obvykle vyskytuje oboustranné, dale to
jsou diftizni infiltrativné rostouci ast-
rocytomy a glioblastomy. Cast&jsimi kli-
nickymi projevy jsou makrocefalie, po-
ruchy intelektu, epilepsie, hydrocefalus,
stenéza akveduktu a neuropatie. Byla
prokézéna specificka genové porucha
pro protein neurofibromin (GTPéaza).
Gen pro tento protein je lokalizovan
na dlouhém rameni 17. chromosomu
(17q11.2).

2.3.2 Neurofibromatéza Il. typu

Neurofibromatéza II. typu (MISME -
Multiple Inherited Schwannomas, Me-




Neuroonkologie

ningiomas, Ependymomas), které je
podstatné vzacnéjsi nez NF1, je auto-
somalné dominantné dédi¢né onemoc-
néni. Je charakterizovana vznikem
oboustranného schwannomu n. VIIL
a mnohotnym postizenim nervovych
kofenti neurofibromy. Vedle toho jsou
¢astym jevem i midni ependymomy
a meningiomy, méné Casto pak pilocy-
ticky astrocytom. Genova porucha je
lokalizovana na chromosomu 22q12,
protein je nazyvan schwannomin (mer-
lin). Schwannomin je nddorovy supre-
sor, ktery je zavzat do aktin-cytoskele-
tarniho aparatu. Alterace cytoskeleton
je zfejmé prvnim krokem v patogene-
zi n&kterych nadord.

2.3.3 Von Hippelova-Lindauova
choroba

Je rovnéZ autosomélné dominantné de-
di¢na. U postizenych jedincd se vy-
skytuji mnohocetné hemangioblasto-
my v zadni jamé lebni. PostiZenym
tsekem DNA je chromosom 3p26 pro
gen VHL (podjednotka elonginu). Nic-
méné ne vichni pacienti s mutaci VHL
genu musi mit hemangioblastomy.
Casté jsou rovnéz karcinomy ledvin ¢&i
feochromocytomy. Existuji dokonce for-
my s vyskytem pouze feochromocyto-
mu. Jakym zplisobem se protein VHL
(pVHL) podili na nadorové transfor-
maci ztstava zatim nejasné.

2.3.4 Li-Fraumeni syndrom

Jedna se onemocnéni s autosomélné
dominantnim zptisobem pienosu, kte-
ré je charakterizovano vyskytem mno-
hotnych nddorovych onemocnént, pte-

dev&im sarkomt, karcinomu prsu, ale
rovnéz mozkovych tumord a hemo-
blastéz. Ve vétsiné ptipadi Li-Fraumeni
syndromu je etiologickym podkladem
vrozen4 mutace p53. V malém pro-
centu byla nalezena mutace genu pro
checkpointkinazu 2 (serine/threoni-
ne-protein kinase Chk2). Tento gen je
lokalizovan na 22q12.1. Tato kin4za se
aktivné déastni na bunétném cyklu
a podili se na zastaveni cyklu v G2
v butikach s pogkozenou DNA. Ve vice
nez 13 % se u jedincd s Li-Fraumeni
syndromem vyskytuji mozkové nado-
ry, nejcastéji se jedna o gliomy astro-
cytarni fady.

2.3.5 Komplex tuberézni sklerézy

Komplex tuberdzni sklerézy (TSC) je
dal¥i z familidarnich onemocnéni, ktera
postihuji rovnéz centralni nervovou
soustavu. AZ v 50 % najdeme pozitivni
rodinnou anamnézu, zbytek jsou mu-
tace de novo. Jedna se opét o onemoc-
néni s autosoméalné dominantnim zpt-
sobem ptenosu s vysokou penetranci,
ale s fenotypovou variabilitou. Gene-
tické studie prokazaly dveé oblasti, kte-
ré jsou postiZzeny. Jedna se o mutace
v TSC1 na 9934 a mnohem castéjsi
v TSC2 na 16p13.3. Gen TSC1 kéduje
protein hamartin, ktery je exprimovan
piedevsim v mozku, ledvinach a srdci.
Gen TSC2 kéduje tuberin. Pfedpokla-
d4 se, Ze tuberin je nadorovy supresor.
Oba proteiny v bunce interaguji, coZ
vysvétluje prakticky nerozeznatelny
klinicky obraz obou forem. Mezi nej-
Zastéjsi projevy v CNS patfi hamarto-
my (tubery), subkortikalni glioneuro-
néalni hamartomy, subependymalni
glialni noduly a subependymalni ob-

=
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rovskobunécné astrocytomy (WHO gra-
deI).

2.3.6 Turcotv syndrom

Je charakterizovan vyskytem kolorek-
talniho karcinomu a maligntho neuro-
epitelidlniho nadoru (nejcastéji medu-
loblastomu ¢i glioblastomu). Nejéasté&ji
se objevuje v rdmci familidrni adeno-
mat6zni polypézy (FAP) & syndromu
hereditarniho nepolypézniho kolorek-
talniho karcinomu (HNPCC). Vysky-
tuje se ve dvou formach. U Turcotova
syndromu typu 1 se vyskytuje gliobla-
stom, néktef{ pacienti maji HNPCC, ale
nemaji FAP. Genetickym podkladem je
vrozend mutace gent pro hPMS2 (7p22),
hMSH2 (2p16) nebo hMLH1 (3p21),
které se uplatiuji v mechanismu opra-
vy bodovych mutaci DNA (DNA mis-
match repair). Typ 2 je charakterizovan
vyskytem meduloblastomu u pacientt
s FAP. Genetickym podkladem je v tom-
to piipadé mutace APC genu (5q21).
Alterace funkce APC miiZe ovliviiovat
pohyblivost a adhezi epitelidlnich kme-
novych bunék ve stfevé. Nen{ jasné,
zda se podobnym zptisobem uplatiiu-
je iv prekurzorovych butikich mozku.

2.3.7 Naevoid basal cell carcinoma
syndrom

Naevoid basal cell carcinoma syndrom
(NBCCS) je autosomélné dominantni
onemocnéni spojené se Sirokym spekt-
rem vyvojovych anomadlii a predispo-
zic pro rist benignich a malignich na-
dor@i. Syndrom je zptisoben vrozenou
mutaci genu PTCH na chromosomu
9922.3. Hlavnim klinickym projevem

jsou mnohocetné kozni karcinomy,
odontogenni keratocysty a palmarni
a plantérni dyskeratotické dolicky.
V mozku se objevuji kalcifikace, byva
makrocefalie a tvofi se nékteré nadory,
dominantné meduloblastom. Tento me-
duloblastom mé stejné mikroskopické
aimunohistochemické charakteristiky
jako sporadické formy meduloblasto-
mu, nicméné ve vét§iné ptipad me-
duloblastomu v ramci NBCCS se jedn4
o desmoplastickou variantu. Podle né-
kterych autorti majf pfiznivéjsi pro-
gnoézu nez formy sporadické.

2.3.8 Cowdenové choroba

Autosomélné dominantni onemocné-
ni charakterizované rznymi hamar-
tomy a nadory. Hlavnim intrakranial-
nim projevem choroby je dysplasticky
gangliocytom mozecku. Dalsimi proje-
vy jsou kozni 1éze a afekce sliznice du-
tiny Gstni, hamartomové polypy tlusté-
ho stteva, nadory §titné #l4zy a karcinom
prsu.

2.3.9 Dysplasticky gangliocytom
mozecku (Lhermittova-
-Duclosova choroba)

Benigni mozeckova 1éze postihujici mla-
dé jedince, sloZena z dysplastickych
gangliovych bunék. Lhermitte, Duclos
a Spiegel (Lhermitte, Duclos, 1920, Spie-
gel, 1920) poprvé popsali tuto mozeé-
kovou 1ézi jako hyperplazii mozetku.
Projevuje se ataxii a pfiznaky nitroleb-
ni hypertenze. Nador postihuje viech-
ny vékové skupiny s maximem kolem
34. roku Zivota. ProtoZe se mozeckovy
nador miZe objevit jako prvni a pred-
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chazet dalsi projevy CD, je nutné tyto
pacienty dale sledovat, ptedeviim
s ohledem na moZnost vzniku karci-
nomu prsu.

Odpoveédny gen PTEN je lokalizo-
véan na chromosomu 10¢g23.3.

Podpoteno grantem
IGA MZ CR NR 1A/8237-3.
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Genetika
Molekuldrni genetické alterace vedouci k onkoge-
nezi a progresi oligoastrocytomu jsou vice hetero-
genni, nez je tomu u ¢istych oligodendrogliomu. Na
druhé strané ale nebyly nalezeny Zddné konzistent-
ni abnormality specifické pouze pro oligoastrocy-
tomy, jinymi slovy geneticky podklad je stejny jako
u skupiny oligodendrogliomi a astrocytomu. Ko-
lem 30-50 % oligoastrocytomtt ma LOH na chro-
mosomu 19q a 1p. Kolem 30 % oligoastrocytomi
nese genetické alterace, které jsou Casté u astrocy-
tarnich tumord — mutace genu 7P53 a/nebo LOH na
17p. Je zajimavé, Ze oligoastrocytomy s uvedenymi
alteracemi (mutace 7P53 a LOH 17p) nemaji LOH
na Ip a 19q a vice versa ( Reifenberger et al., 1994).
Navic podskupina oligoastrocytomu s deleci 1p
a 19q ma vice rysu oligodendrogliomd, zatimco
u nadordt s mutacemi genu 7P53 dominuji rysy
astrocytomové (Maintz et al., 1997). Z vySe uvede-
ného-tedy vyplyvd, Ze nadory, které jsou morfolo-
gicky klasifikovany jako oligoastrocytomy, jsou ge-
neticky heterogenni skupinou. Jedna podskupina
vypadd geneticky piibuzna s oligodendroglidlnimi

- tumory, zatimco druhd s difiznimi astrocytomy. Bio-

logicky zdklad pfitomnosti dvou odli$nych glidlnich
tenotypt v jednom kazdém oligoastrocytomu bude
nutné jeSté objasnit.

Progndza
Priméma délka preZiti se uvadi 6,3 roky, pétileté pre-
Ziti je u 58 % a desetileté preziti u 32 % pacientu.
Faktory spojené s lep$i progndzou jsou nizsi vék
v dobé operace (pod 37 roka), radikalni resekce
a pooperacni aktinoterapie (Shaw et al., 1994). Pii
porovnani bifazické varianty s difizni nejsou vysled-
ky jednoznacné. Zatimco nékteii autofi nenachaze-
jisignifikantni rozdily v progndze (Hartet al., 1974),
jini uvadéji lepSi prognézu u bifazickych oligoastro-
cytoma (Shimada et al., 1997).

1.3.2. Anaplasticky oligoastrocytom
(ICD-O kéd: 9832/3, WHO st. Ill)

Jde o oligoastrocytom s histologickymi rysy malig-
nity, jako je zvySend bunécnost, jaderna atypie, pleo-
mortismus a zvySend mitoticka aktivita.

V soucasné dobé& nejsou pro tento typ nadoru
k dispozici pfesnd epidemiologicka data, v jediné
publikované sestavé supratentoridlnich anaplastic-
kych gliomu predstavuje anaplasticky oligoastrocy-
tom 4 % (Winger et al., 1989). Primérny vék v dobé

operace se uvadi 45 roku a je lehkd prevaha muzi
(M:Z = 1,3:1). Nidor roste obvykle supratentorial-
né s predominantnim postiZenim frontalniho a tem-
porélniho laloku. Anamnéza je obvykle velmi krat-
ka, nékdy vSak mazZe jit o reoperaci po fadé let, tedy
o predchozi existenci gliomu niZsiho stupné. Pfi MR
vySetfeni dochdazi ke zvySeni signdlu po poddni ga-
dolinia (obr. 49.).

Histopatologie

Anaplasticky oligoastrocytom je astrocytom s ty-
pickymi rysy malignity, které mohou byt pfitomny
v obou bunéénych komponentach nebo jenom
v jedné z nich (obr. 50.).

Genetika

Genetické abnormality vedouci k progresi do vys-
S§iho stupné jsou stejné jako u oligodendrogliomu
a astrocytomt — LOH na 9p, homozygotni delece
CDKN?2A a delece na chromosomu 10 a 11p. Vzac-
n&jsi je amplifikace EGFR genu (Reifenberger et
al., 1994).

Prognéza

Prognoéza je relativné Spatnd, ale vZdy znacné lepsi
nez u klasického glioblastomu. Primérna délka pre-
ziti je 2,8 roku s pétiletym preZitim ve 36 % a dese-
tiletym prezitim v 9 % u pacientd lé¢enych operaci
a pooperacni aktinoterapii (Shaw et al., 1994).
V sestavé nemocnych lécenych kromé operace
a aktinoterapie jesté chemoterapii v kombinaci PCV
je stfedni délka preziti delsi — 49,8 mésice (Kim et
al., 1996). Jind sestava (Donahue et al., 1997) uvadi
lepSi progndzu anaplastického oligoastrocytomu
oproti »Cistému« anaplastickému astrocytomu.

B Lécebny postup u gliomu

Pro astrocytdrni a oligodendroglidlni tumory se
z praktického hlediska stdle uziva nazev »gliomy«,
ktery je tradi¢ni a jeho pouzivdni v multidiscipli-
narnim pfistupu k [é¢bé je vyhodné.

Prvni gliom resekoval na zakladé neurologické-
ho vySetfeni Godlee ve spoluprdci s Bennettem
v roce 1884 (Bennett, Godlee, 1884; Jackson, 18835).
Do té doby byly indikaci k operaci nadortt zmény
na kalvé, predevsim hyperostézy u meningiomu.
Zobrazovaci metody se vyvijely v pribéhu celého
minulého stoleti (PEG -1918, AG - 1927/1931, CT
- 1972, MR - 1979). V soucasné dobé je suverénni
diagnostickou metodou u glioma MR, eventudlné
doplnéna funkénim MR vySetfenim (fMR) a PET.
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Obr. 49. Anaplasticky oligoastrocytom st. III, T1 obraz bez kontrastni latky (A) a po jejim podani (B), T2 obraz

(C) a FLAIR (D)

2x 2

Tento soubor zobrazovacich metod piinasi dostatec-
né informace nejenom o presné lokalizaci gliomu,
ale vét§inou téZ o stupni malignity podle WHO gra-
dingu.

Z 1é¢ebnych modalit se u gliomd uzivaji ti1, uve-
dené v poradi se sestupnym efektem — chirurgicka
1é¢ba, radiacni 1é¢ba a chemoterapie. Tyto modali-
ty, prakticky vZdy uZivané v kombinaci, viak glio-
my »nelé¢i«, pouze prodluzuji preziti.

Operacni 1é¢ba vyuzivajici diagnostické moZznosti
(MR, fMR, PET), planovani operace pomoci navi-
gaénich systémi a peroperacniho elektrofyziologic-
kého monitorovani funkci, je v soucasné dobé

00 x 24.00cm|
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bezpecnd, uvadi se mortalita 1 % a pooperacni
neurologickd morbidita, tj. progrese neurologické
symptomatologie, 5 % vcetné glioblastomu. Tyto ex-
celentni vysledky v8ak u gliomu nijak vyrazn€ ne-
ovliviiuji celkovy vysledny stav, protoZe nepostihu-
ji biologickou podstatu nadoru. PfestoZe neexistuji
velké srovnavaci studie, ukazuje se, Ze »radikélni«
resekce zajiStuje pacientovi lepsi kvalitu Zivota
a delsi preziti nez pouha biopsie za ticelem histolo-
gické verifikace nadoru k nasledné onkologickeé 1é¢-
bé (Sawaya, 1999).

Radiacni terapie se dnes uziva frakcionované, aby
se minimalizoval jeji destruk¢ni podil. Jednotlivé
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frakce (180 cGy) se aplikuji béhem Sestitydenni
periody do celkové dévky 60 Gy cilené na oblast
nadoru plus 2-3 cm okolni tkang. Kvalitativné ji-
nou modalitou radia¢ni terapie je neutronova zachy-
tové terapie, kterd vychazi z pfedpoklddaného zni-
&eni nadorovych bun&k bez soucasného poskozeni
zdravé mozkové tkang. PouZiti této metody je pod-
min&no existenci dostate¢n& intenzivniho zdroje ter-
malnich neutroni a vhodné borové slouceniny, kte-
ra by se ukladala v nddorovych burikach, pfi¢emz
v okolni zdravé tkani by jeji koncentrace byla mini-
mélni. Expozici nddorové tkdné obsahujici borovou
slougeninu obohacenou stabilnim izotopem '°B svaz-
kem termélnich neutronti dojde k selektivni destruk-
ci bun&k, které v okamZiku ozéafeni tepelnymi neut-
rony tento izotop obsahuji. Metodé je vénovédna
velka a soustavni pozornost jak z hlediska experi-
mentélniho, tak i z hlediska klinického zkouSeni
(Yang et al., 1996 a 1997; Barth et al., 1999; Good-
man et al., 2000). Ukazuje se, Ze problematickym
bodem metody je vhodné borova sloucenina, ktera
musi prostupovat v dostatecné koncentraci hema-

Obr. 50. Anaplasticky oligoastrocytom st. IIL, barveni
hematoxylin-eosinem (A-C)

toencefalickou bariérou, pomoci specifickych mo-
lekularnich receptorli se vazat pouze na nadorové
buiiky a zcela Setfit buiky zdravé. ProtoZe dosud
borovi sloudenina s témito parametry neni k dispo-
zici, nelze metodu v klinické praxi pouZivat (Gutin,
Posner, 2000). O »uZite¢nosti« této metody vypo-
vida i »Ceska cesta« jejiho vyzkumu. Zatimco Kunc
ve své uéebnici z roku 1983 pise: »...a jsou perspek-
tivy, Ze metoda bude zafazena do 1éCebné praxe«,
konstatuji o dvacet let pozd€ji jeho nasledovnici, Ze
»cilem projektu v této prvni fazi klinické studie neni
1é&ba nemocného, ale stanoveni bezpecné davky
BSH (sodium borocaptate — Na,B,,H;,SH) a inten-
zity ozafovaciho svazku neutroni« (Dbaly et al.,
2003).

Chemoterapie by teoreticky méla byt optimalnim
zpiisobem 1é¢by malignich gliomd, jejichZ biologic-
kou vlastnosti je infiltrativni a invazivni rast do
mozkové tkan& s mnozstvim gliomovych bungk ro-
zesetych i velmi daleko od pivodniho nadorového
loziska. V tuku rozpustné terapeutikum, které v do-
state¢né koncentraci prestupuje hematoencefalickou

LR
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bariéru, by mohlo ovlivnit jakoukoli nidorovou bus-

ku kdekoli v mozku. BohuZel zadné dosud znamé

cytostatikum (nebo jejich kombinace) takto nepu-
sobi. To ma nékolik pticin:

1. v&tsina cytostatik je rozpustnd pouze ve vodé
a jejich pruniku do mozku v dostate¢né koncen-
traci brani hematoencefalickd bariéra;

. biochemické rozdily mezi normalni butikou a gli-
omovou buiikou jsou malé, takZze vysoké davky
cytostatika, které by bezpe¢né eradikovaly vSech-
ny nddorové buiiky, poskozuji i buiiky normdlni;

. genetické a biochemické abnormality, které
umoziiuji chemosenzitivitu. vykazuje jenom ur-
&ita ¢ast nadorové bunééné populace, nikoli ho-
mogenné cely nador (napiiklad ne vSechny bun-
ky glioblastomu exprimuji abnormdlni EGFR
nebo mutovany p53).

Existuji razné protokoly pro chemoterapii glio-
mi, které jsou upravovdny na zakladé vysledki sou-
stavné probihajicich klinickych zkouSek. V posledni
dobeé se objevilo nové alkyla¢ni cytostatikum, které
je pouzivano v 1é¢bé malignich gliomi, pfedevsim
glioblastomu. Jedna se o temozolomid. Temozolo-
mid je chemicky 8-karbomoyl-3-methylmidazo-
[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazin-4(3H)-on. Empiricky vzorec
je C,H,N,O,. Jeho velkou vyhodou je stabilni far-
makokinetika s minimdlni variabilitou u jednotli-
vych pacient, dobra tolerance a perordlni aplika-
ce. Nejvéts$im rizikem je myelosuprese, pfedevsim
redukce poctu leukocytd a trombocytil. Temozolo-
mid dobfe pronika hematoencefalickou bariérou,
dosahuje cca 30% penetrace do mozkomiSniho
moku. Principem jeho cytotoxického tcinku je vznik
methylovanych nukleotidi v DNA, ptedev§im
N’-methylguanin, N*-methylguanin a O%-methylgua-
nin (O%-MG). A¢koli O°-MG piedstavuje jencca 5 %
z nukleotidit methylovanych temozolomidem, sehra-
va kritickou ulohu v protinadorové aktivité tohoto
léku. Neschopnost DNA repara¢nich enzymi nalézt
vhodnou komplementarni bazi pro O*-MG md za
néasledek vznik pocetnych zlomu v fetézci DNA.
Vysledna poskozend DNA nemuze nadale podpo-
rovat bunécny rust a replikaci a iniciuje proces bu-
nécné apoptozy.

Buiika se samozifejmé snazi o opravu DNA
mechanismem reparace chybného pdrovani. O°-me-
thylguanin-DNA-methyltransferiza (MGMT) je
cytosolicky a jaderny enzym. ktery odstrafiuje
methylovou skupinu z polohy O° guaninu. Jednd se
o protein, ktery je produktem genu MGMT na 10g26.
V soucasné dobé je snahou inhibovat tento enzym

~

(O%)

nebo dosdhnout jeho deplece. PiedevSim deplece
O8-MGMT pomoci O%-benzylguaninu prokazala vy-
znamnou G&innost, a to ptedevsim ve studiich in vivo.

V breznu 2005 byla publikovana multicentrickd
randomizovana studie 1é¢by glioblastom (Stupp et
al., 2005). Tato studie randomizovala pacienty bud
pro standardni radioterapii (frakcionovana cilend
iradiace v dennich frakcich po 2 Gy Skrat tydné po
dobu 6 tydnt do maximalni davky 60 Gy) nebo pro
radioterapii plus kontinudlni denni davku temo-
zolomidu (75 mg na m? télesného povrchu a den,
7 dni v tydnu od prvniho do posledniho dne radio-
terapie), nasledovanou 6 cykly adjuvantniho poda-
vini temozolomidu (150-200 mg na m? télesného
povrchu po dobu 5 dni behem kazdého 28denniho
cyklu). Primérnim sledovanym cilem studie bylo
pieZiti pacientd. :

Celkem bylo do této studie zafazeno 573 nemoc-
nych (pouze radioterapie — 286 pacientii, konkomi-
tantni chemoradioterapie s temozolomidem — 287
pacientd) z 85 center. Pramérny vék pacientl zafa-
zenych do studie byl 56 let. Z celkového poctu 84 %
nemocnych podstoupilo operacni vykon. V obou
skupindch byla 1é¢ba zapocata v priméru 5 tydnu
od stanoveni diagndzy. Z celkového poctu 287 ne-
mocnych ve skupiné radioterapie plus temozolomid
dokoncilo 1é&bu, jak byla pldnovéna, 85 % zaraze-
nych pacientd. Podavani temozolomidu bylo pfe-
ruseno u 37 nemocnych pro jeho toxicitu, u 11 pa-
cientd bylo poddvéni zastaveno pro progresi
onemocnéni, z jinych davoda u 12 nemocnych. Bé-
hem 28mési¢niho follow-up od prvni randomizace
zemielo 480 (84 %) nemocnych. Medidn pteZiti do-
sahoval u skupiny radioterapie plus temozolomid
14,6 mésict, ve skupiné radioterapie bez temozolo-
midu to pak bylo 12,1 mésict. Dvouletého pieZiti
dosdhlo 26,5 % nemocnych ve skupiné radioterapie
plus temozolomid a 10,4 % ve skupiné samotné ra-
dioterapie. Hematotoxicita konkomitantniho reZimu
radioterapie a temozolomidu doséhla stupné 3 a 4
u 7 % nemocnych.

Zavérem je mozno fici, Ze spojeni podavani te-
mozolomidu s radioterapii u pacienti s glioblastomy
vedlo ke statisticky signifikantnimu a klinicky
smysluplnému prodlouZeni preZiti. Z téchto divo-
di by mél byt rezim konkomitantni radioterapie
s temozolomidem bréan jako zdkladni srovndvaci
protokol pro nové lécebné rezimy pro lécbu malig-
nich gliomu.

Dosazené celkové vysledné stavy (outcome)
a délky preZiti (survival) u malignich glioma dovo-
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luji v soucasné dobé povazovat za prokdzané, Ze
pouze cytostatikum temozolomid v kombinaci s ra-
dioterapii ma lepsi efekt nez BCNU (jedinou vy-
jimkou je patrné kombinace PCV u anaplastickych
oligodendrogliomi). Zakladem chemoterapie ma-
lignich gliomu je tedy v soucasné dobé p.o. aplika-
ce temozolomidu v davce 75 mg/m? 5 dni v tydnu
az do skonceni radioterapie do davky 60 Gy, poté
nasleduje Sest cyklt adjuvantniho podavani temo-
zolomidu (150-200 mg na m? télesného povrchu po
dobu 5 dni béhem kazdého 28denniho cyklu).
Soucasné se studii, kterd prokézala signifikantné
vy$§i ucinnost lécby konkomitantni chemoradiote-
rapii s temozolomidem, byla rovnéZ opublikovana
prace, kterd sledovala ¢etnost vyskytu hypermethy-
lace promotoru MGMT a ktera si dala za cil porov-
nat G¢innost 1ééby temozolomidem v zdvislosti na
pfitomnosti ¢i nepfitomnosti hypermethylace
MGMT u stejné skupiny nemocnych. Methylace-
-specifickd PCR byla provedena u celkem 307 z 573
vzorki tkané glioblastomu. Ve 206 pfipadech byl

* vysledek dostate¢né vypovidajici, aby bylo moZno

urcit, zda je promotor MGMT methylovan ¢i nikoli.
V 92 ptfipadech byla methylace nalezena, ve 114
promotor methylovan nebyl.

Pro celou skupinu 206 pacientt s identifikovanym
promotorem MGMT platilo, Ze byl signifikantni roz-
dil, bez ohledu na 1é¢bu, v celkovém preZiti mezi
skupinou s methylaci a bez methylace promotoru
MGMT. Median pteziti u pacientd s methylaci pro-
motoru dosahl 18,2 mésice, narozdil od skupiny bez
methylovaného promotoru MGMT. kde median pte-
Ziti doséhl pouze 12,2 mésice. Pokud byl nalez me-
thylace vztaZen i k l1é¢ebnému postupu (tj. kon-
komitantni chemoradioterapie temozolomidem
s naslednou adjuvantni 1é¢bou temozolomidem ver-
sus samotna radioterapie), pak nejdel§iho medianu
preziti — 21,7 mésice — dosahla skupina nemocnych
s methylaci promotoru MGMT, kteti byli zaroveii
randomizovani do skupiny konkomitantni chemo-
radioterapie. Dvouletého preziti v této skupiné do-
sahlo 46 % pacientd, oproti 22,7 % nemocnych
s methylaci MGMT promotoru, ktefi byli randomi-
zovani do vétve radioterapie bez temozolomidu
(Hegi et al., 2005). Tyto tdaje naznaluji. Ze stav
methylace MGMT promotoru muze mit urcity pro-
gnosticky vyznam, zdroven muze byt urcujicim
parametrem ucinnosti temozolomidu v 1é¢bé ma-
lignich gliomd, nepfitomnost methylace MGMT
promotoru zna¢i pouze maly nebo dokonce Zadny
prospéch z lé¢by temozolomidem. pokud bychom

se nepokusili MGMT depletovat napf. O°-benzyl-
guaninem.

Soucasny algoritmus v diagnostice a lécbé
gliomd

Algoritmus je soubor obecnych zkuSenosti, které,
jsou-li aplikované na urcitou, presné definovanou
entitu, umoZiiuji logické fazeni jednotlivych dia-
gnostickych a léc¢ebnych kroku v Case, aniz by byl
jakkoli potlac¢en zakladni postulat individudlniho
pfistupu ke kazdému jednotlivému pacientovi.

U gliomi Ize algoritmus v tomto smyslu cha-
rakterizovat takto: pacientovi byla provedena MR
mozku pro podezieni na gliom. V T1 obraze je hy-
pointenzni léze, kterd nezvySuje signal po podani
gadolinia. LoZiskovy neurologicky nélez je normal-
ni a pacient je budto asymptomaticky, nebo ma far-
makologicky kontrolovanou epilepsii. Indikované
je vySetfeni PET. Pokud prokdZe nizkou metabo-
lickou aktivitu, je diagnostikovdn nizkostupfiovy
(st. IT) gliom a pacienta je mozné dile pouze kli-
nicky sledovat a pravidelné vysetfovat pomoci MR
(metoda »watch and scan«) (obr. 51.). Mé-li paci-
ent jinou klinickou symptomatologii mimo epilep-
sii nebo zvySuje-li 1éze signdl po podani gadoli-
nia, je nutnd histologickd verifikace (obr. 52.). Pri
lokalizaci léze v elokventni oblasti je vZdy nutné
pred jakoukoli chirurgickou intervenci provést
fMR. Je-li 1éze dosazitelnd otevienou chirurgickou
cestou, je resekce vzdy metodou volby, zatimco
punkéni biopsie by méla byt vyhrazena jenom pro
chirurgicky nedosazitelné 1éze. JestliZe histologie
prokaze oligodendroglidlni nddor, ma byt prove-
dena geneticka typizace nddoru. U malignich ast-
rocytomu (st. [II a IV) ma po resekci nebo biopsii
probéhnout konkomitatni chemoradioterapie v cel-
kové davce 60 Gy se sou¢asnym podavanim temo-
zolomidu a po ukonceni radioterapie adjuvantni
chemoterapie p.o. aplikovanym temozolomidem
v Sesti cyklech (viz vySe). Pii recidivé je nutné
zvazit dalsi chirurgickou resekci a po ni chemote-
rapii cytostatiky druhého sledu (lomustin). Ana-
plastické oligodendrogliomy (po genetické typiza-
ci) maji byt léceny kombinaci PCV ve dvou
cyklech, a je-1i dobrd odpovéd na lécbu, prodlou-
zit aplikaci o dalsi aZ ¢tyti cykly. Po ukonceni che-
moterapie je indikovana radiacni lé¢ba. Astrocy-
tomy st. II, jsou-li symptomatické (za klinicky
pfiznak se v tomto pfipadé nepovazuje farmakolo-
gicky korigovand epilepsie! — viz vySe), by mély
byt po operaci ozifeny. Otdzka je kdy. Ihned po



84

Intrakranidlni nddory

Obr. 51. Diftizni astrocytom st. II, srovnani v T2 obraze (A vlevo) a PET mozku (A vpravo), srovnani v T2 obra-
ze (B vlevo) a fiize PET-MR obrazu (B vpravo). V misté nadoru je pfitomen hypometabolismus (A vpravo,
B vpravo) (PET snimky publikovany s laskavym svolenim doc. MUDr. O. Bélohldvka, CSc., PET centrum Nemocnice

Na Homolce, Praha)

operaci, nebo az v dobé, kdy se objevi dalsi kli-
nické symptomy, nebo v dobé, kdy je patrnd pro-
grese gliomu na MR? Mezi obéma modalitami neni
74dny rozdil co do délky pfeziti (overall survival),
ale u skupiny ¢asné ozarenych je prokazatelné pro-
dlouZena doba do objeveni progrese (progression
free survival). Na druhou stranu u nizkostupiiovych
oligodendrogliomi neni poopera¢ni modalita pies-
né&ji definovéna, ale ukazuje se, Ze by mély byt po-
dobné chemosenzitivni jako jejich anaplastické va-
rianty (Gutin, Posner, 2000).

Perspektivy lééby malignich gliomd
Pies velmi intenzivni a soustavné studium biologic-
kého chovini anaplastickych astrocytomii a glioblas-
tomi1 a navzdory zdokonalovani vSech ti [éCebnych
modalit nedoSlo v pribéhu poslednich dvaceti let
k zadnému zlepSeni osudu nemocnych, protoze prii-
mérna doba preziti u glioblastomu je stale kolem
12 mésict a u anaplastickych astrocytomi kolem
50 mé&sicu. Tato skute¢nost vede k neustdlému hle-
déni perspektiv v 1écebném postupu. Zatimco ex-
perimentalni studie (in vitro a in vivo) piinaSeji
mnozstvi »slibnych« informaci, klinické zkousky
vychazeji zatim naprazdno. Sledované perspektivni
moznosti 1ze rozdélit do nasledujicich okruhi:
1. posileni senzitivity nddorovych bunék k chemo-
terapii;
2. zaClenéni genové terapie a imunoterapie;
3. ovlivnéni nadorové angiogeneze.

Snizit rezistenci nadorovych bunék k chemotera-
pii lze napf. pouzitim antagonisty P-glykoproteinu
(PGP), ktery vyrazné zvySuje permeabilitu cytostatika
hematoencefalickou bariérou. Jinym mechanismem,
ktery zvySuje senzitivitu k chemoterapii, je inaktiva-
ce enzymu (napf. glutathion-S-transferazy — GST)
pusobicich deaktivaci BCNU a CCNU. Podobné efekt
cytostatika temozolomidu sniZuje enzym O°-alkyl-
guanin-DNA-transferdza (AGAT, MGMT), ktery lze

inaktivovat O°-methylguaninem ¢i O°-benzylguani-
nem. Pro potieby zvySeni chemosenzitivity 1ze po-
uzit i genovou terapii — pouzitim adenovirového vek-
toru lze oslabit i¢inky regulatoru bunééného cyklu
p21, ktery je aktivovan pomoci p53, a navodit apo-
ptozu. Genovou terapii obecné 1ze do 1é¢ebnych per-
spektiv zaclenit v tom smyslu, Ze miZe aktivovat
supresorové geny nebo naopak inaktivovat onkoge-
ny nebo konvergovat inaktivni formy ucinné latky
uvnité nadorové buiky ve formy cytotoxické. Imu-
noterapeutické perspektivy spocivaji napiiklad
v pouZiti monoklondlnich protildtek proti nadoro-
vym antigenim na receptorech rastovych faktori
nebo mohou byt pouZzity jako antagonisté riznych
biologickych funkci nddorovych bunék. K inhibici
nadorové angiogeneze lze pouzit blokatory recep-
tort hlavnich rastovych faktora, které angiogene-
zi indukuji. Thalidomid blokuje receptory VEGF,
suramin a protamin blokuji receptory PDGF
a bFGF (Andratschke et al., 2001). VSechny moz-
nosti uvedené pod body 1-3 jsou v soucasné dobé
predmétem klinickych zkousek.

Podporeno grantem IGA MZ CR 1A/8237-3.

1.4. Ependymalni tumory

Tato skupina nadort vyrastd z ependymalnich bu-
nék, které tvoii stény mozkovych komor a centrél-
niho mi$niho kanalu. Manifestuji se predev§im u déti
a mladych. Jejich morfologické rysy a biologické
chovéni jsou zna¢né ménlivé. V této skupiné lze
definovat tyto nadory:

e ependymom je nejcastéji se vyskytujicim epen-
dymalnim nadorem, lokalizovdn je obvykle
intraventrikularné a klinicky se projevuje obstrukci
likvorovych cest;
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