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Abstrakt:  

Mozkové gliomy jsou primární mozkové nádory. Nejčastěji se jedná o nádory astrocytární 

a oligodendrogliální řady. Již dříve bylo prokázáno, že v nádorových buňkách mozkových 

gliomů se vyskytují některé nenáhodné chromosomové aberace. Cílem této práce bylo pomocí 

fluorescenční in-situ hybridizace (FISH) na vzorcích mozkových nádorů získaných při operaci 

stanovit frekvenci určených chromosomových aberací pomocí vybraných centromerických a 

lokus specifických sond a získaná data porovnat s klinickými a morfologickými údaji. 

V průběhu 6 let jsme získali celkem 270 vzorků, u 264 jsme provedli FISH pomocí panelu 

námi zvolených sond. Tyto získané výsledky jsme pak porovnali s histologickou analýzou 

odebraných vzorků a vybranými klinickými údaji (věk, Karnofsky skóre, rozsah resekce, 

celkové přežití). Celý soubor jsme rozdělili na 7 skupin dle histologické diagnózy. V každé 

skupině jsme stanovili medián a průměrnou dobu přežití, poté jsme u vybraných parametrů 

sledovali jejich vliv na celkovou dobu přežití pomocí Kaplan-Meierovy analýzy. U některých 

diagnóz jsme vytvořili Coxův regresní model se stanovením rizika příslušného parametru. U 

difuzních a anaplastických astrocytomů a anaplastických oligodendrogliomů stoupá riziko 

rychlé progrese a upgradingu na nádor vyššího grade při nálezu jiných aberací (především 

amplifikace EGFR, delece RB1, monosomie chromosomu 10, trisomie chromosomu 7, delece 

CDKN2A). Tito pacienti jsou sledováni v kratších časových intervalech. U glioblastomu je 

polyploidie pozitivním prognostickým ukazatelem, monosomie chromosomu je 10 spojena se 

špatným  klinickým průběhem a extrémně krátkou í celkovou dobou přežití. Kombinovaná 

delece 1p/19q je prognosticky příznivým ukazatelem u nádorů s oligodendrogliální 

komponentou. 

 

Klíčová slova:  

Gliom – FISH – delece – amplifikace – monosomie – trisomie – polyploidie - celkové přežití 
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Abstract: 

Gliomas are brain tumors arising from neuroglia. In most cases astrocytic or 

oligodendroglial component is the main element of the tumor.  Non-random chromosomal 

abberations are found in tumor cells as was revealed previously. The aim of this study was a 

fluorescence in-situ hybridisation analysis (FISH) of tissue samples obtained during 

neurosurgical procedures, determine the frequence of selected chromosomal abberations, 

further correlation with morphological and clinical data and statistical analysis of  the 

results. During six years 264 tissue samples were gained in which FISH with defined probes 

was performed. The acquired results were compared with histological analysis and selected 

clinical data (age, Karnofsky score, extent of resection, overall survival). The whole series 

was divided into 7 groups by tumor type for further statistical analysis. In every group median 

and mean survival time was calculated, Kaplan-Meier analysis was focused on influence of 

selected parameters to overall survival. In some categories Cox regression model was created 

to achieve a hazard ratio of selected parameters. In WHO Grade II and III tumors  the risk of 

malignant progression and tumor upgrading is significantly higher in comparison with 

samples where specific abberations were not found (EGFR amplification, CDKN2A and RB1 

deletion, monosomy of chromosome 10 and trisomy of chromosome 7). In glioblastoma 

polyploidy is good prognostic marker, monosomy of chromosome 10 is linked to worse 

clinical course and short overall survival.  

 

 Keywords: 

 

Glioma – FISH – deletion – amplification – monosomy – trisomy – polyploidy - overall 

survival 

 

 

 

 



7 

 

Obsah: 

Úvod do problematiky         10 

 p53           11 

 Rb1           11 

 Růstové faktory (GF), cesta PI3-kináza/Akt       12 

 Astrocytární nádory         13 

 Oligodendrogliální nádory        14 

Hypotéza           16 

Materiál a metodika          17 

Výsledky           19 

 Pilocytický astrocytom WHO Grade I      20 

 Difuzní astrocytom WHO Grade II       21 

 Anaplastický astrocytom WHO Grade III      25 

 Multiformní glioblastom WHO Grade IV      30 

 Oligodendrogliom WHO Grade II       37 

 Anaplastický oligodendrogliom WHO Grade III     39 

 Anaplastický astrocytom WHO Grade III      45 

Diskuze           48 

Závěry            59 

Použitá literatura          61 

Obrazová příloha           67 

Zdrojové tabulky          73 

Vlastní publikace          93 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

Seznam zkratek:  

BRAF  v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1  

CCND1 cyclin D1 

CCND2 cyclin D2 

CCND3 cyclin D3 

CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 

CDKN2C cyclin-dependent kinase inhibitor 2C 

CEP  centromerická sonda 

CGH  komparativní genomová hybridizace 

E2F  E2F transcription factor 1 

EGFR  epidermal growth factor receptor 

ERBB2 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 

FISH  fluorescenční in-situ hybridizace 

FLT-PET pozitronová emisní tomografie s fluorothymidinem 

GABRA1 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 1 

GBM  glioblastom 

HE  hematoxylin-eosin 

I-FISH  fluorescenční in-situ hybridizace na interfázních jádrech 

IDH1  isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+) 

IDH2  isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+) 

KPS   Karnofsky skóre 

LOH  ztráta heterozygozity 

LSI  lokus-specifická sonda  

MDM2  p53 E3 ubiquitin protein ligase homolog 

MDM4  p53 binding protein homolog 

MET  met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) 

MGMT  O-6-methylguanine-DNA methyltransferase 

MRI  magnetická rezonance 

NEFL   neurofilament, light polypeptide 

NF1  neurofibromin 1 

OLIG2  oligodendrocyte lineage transcription factor 2 

OS  celkové přežití 

RB1  retinoblastoma 1 

p14
ARF  

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (alternate reading frame) 

PDGFRB platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide 

PDGFRA platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide 

PIK3CA phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide 

PIP2  fosfatidyl inositol difosfát 

PIP3  fosfatidyl inositol trifosfát 

PTEN  phosphatase and tensin homolog 

SG  zelený signál  

SLC12A1 solute carrier family 12 (sodium/potassium/chloride transporters), member 1 
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SO  oranžový signál 

SYT1  synaptotagmin I 

TP53  tumor protein p53 

WHO  Světová zdravotnická organizace 
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1. Úvod do problematiky 

Mozkové gliomy jsou heterogenní skupinou primárních mozkových nádorů. Tvoří asi 

40% všech mozkových nádorů. Roční incidence u dospělých dosahuje cca 5,4 nových případů 

na 100000 obyvatel (rok 2009). Incidence astrocytárních tumorů dosahuje 4,8 případů na 

100000 obyvatel/rok, incidence oligodendrogliálních a ependymálních nádorů pouze 0,4 resp. 

0,2. Nízkostupňové gliomy tvoří cca 20% z tohoto množství. Incidence gliomů u dětí 

dosahuje 2,5 nových případů na 100000 obyvatel, incidence low-grade gliomů je 0,6 na 

100000 obyvatel/rok. U nízkostupňových gliomů se incidence ani ve světovém měřítku příliš 

neliší. U vysokostupňových gliomů se zdá, že je nižší v asijských zemích než v Evropě a 

Severní Americe 
(1, 2, 3)

.  

Wirchow v roce 1867 byl první, kdo předpokládal, že gliomy vyrůstají z intersticiální 

mozkové tkáně. Golgi v roce 1875 rozdělil gliomy na „tvrdé“ a „měkké“ formy na základě 

výskytu odlišného hvězdicovitého tvaru neurogliálních buněk. První, kdo užil termín 

glioblastoma multiforme, byli Harvey Cushing a Percival Bailey, kteří v roce 1926 

publikovali jejich významnou práci „A Classification of Tumours of the Glioma Group on a 

Histogenetic Basis with a Correlated Study of Prognosis“ 
(4 )

. Navrhovali opustit dosavadní 

nejednotnou terminologii (např. spongioblastome unipolare nebo spongioblastoma 

multipolare). Termín, který použili, lépe vystihoval podstatu tohoto typu gliomu: 1. vyrůstá 

z nejprimitivnějších prekurzorů podpůrné mozkové tkáně (glioblasty), 2. morfologie nádoru je 

komplexní a vysoce variabilní (multiforme). Přestože současné poznatky vyvrátily jejich 

domněnku o původu nádoru v glioblastech, jejich histologické popisy a charakteristiky se 

příliš nezměnily.  Z toho je patrné, že určení typu nádoru na základě histologického obrazu se 

opírá o práce až 90 let staré. Přesto musíme ocenit jejich pionýrskou práci, protože přinesli 

určitý řád do do té doby velice nejednotné klasifikace a terminologie mozkových nádorů. 
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Současná úroveň znalostí se samozřejmě posunula dále, ale léčba mozkových gliomů nadále 

stagnuje.  

Astrocytární nádory jsou v současné době nejvíce prostudovanou skupinou primárních 

nádorů mozku. Od roku 1985, kdy byla v glioblastomu (obr. 1 a 3) prokázána amplifikace 

EGFR genu 
(5)

, znalosti molekulárních mechanismů vzniku a průběhu gliomů značně 

pokročily. Dnes víme, že astrocytomy a oligodendrogliomy se liší svým vývojem zahrnujícím 

abnormality odlišných genů. Jednotlivým signálním cestám a významu jejich poruch u 

mozkových nádorů bylo věnováno review 
(6,7)

, nicméně vzhledem k důležitosti těchto cest 

v patogenezi gliomů věnujeme krátce prostor jejich stručnému popisu. 

 

p53  

Cesta p53 zahrnuje protein p53 a další proteiny, které se podílí na regulaci hladiny 

p53. Jedná se o transkripční faktor, který aktivuje velkou řadu genů různého účinku a funkce 

včetně genů pro apoptózu (BAX) a inhibitorů Rb1 cesty. Rovněž transkripce MDM2 genu je 

ovlivňována p53, Mdm2 (a s ním i Mdm4) protein má negativní účinky na hladinu p53, 

ovlivňuje ubiquitylaci a degradaci p53 v proteazomu 
(8)

. p53 rovněž ovlivňuje Rb1 cestu 

pomocí účinku transkripčního faktoru E2F na fosforylaci Rb1, která indukuje transkripci 

p14
ARF

. p14
ARF

 inhibuje degradaci p53 pomocí MDM2 
(9,10)

. Zvýšená transkripce p14
ARF

 

zvyšuje hladiny p53, což vede ke zvýšení senzitivity cesty p53, a tím k indukci zástavy 

buněčného cyklu a k buněčné apoptóze. Pokud je buňka významně poškozena, může být 

nasměrována s pomocí p53 do apoptózy 
(11)

. 

 

Rb1 

Rb1 cesta je regulační systém kontrolující fosforylaci Rb1 a následné uvolnění E2F 

transkripčních faktorů. Tato cesta plní hlavní úlohu v přestupu z G1 do S fáze buněčného 
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cyklu 
(12, 13, 14)

. Na podkladě mitogenních stimulů dochází ke zvýšené produkci cyklinů D 

(D1-D3) a tyto se váží na Cdk4 nebo Cdk6 (cyklin-dependentní kinázy),  Komplex 

CDK4(CDK6)/cyklin D fosforyluje Rb1 protein s uvolněním E2F, což vede k aktivaci 

transkripce genů potřebných pro pro pokračování buněčného cyklu (zvl. cyklinu E). 

CDK4/cyklin D komplex je negativně regulován pomocí p16 (CDKN2A) a p15 (CDKN2B). 

Jakákoli odchylka v mechanismu kontrolujícím fosforylaci Rb1 proteinu či mutace RB1 genu 

vede k neschopnosti rozštěpit E2F a tím k nedostačujícím hladinám E2F transkripčních 

faktorů. Navíc dochází ke zvýšené citlivosti cesty p53 zvýšenou transkripcí p14
ARF

 a zvyšuje 

se hladina p53 cestou inhibice MDM2 aktivity 
(15)

. 

 

Růstové faktory, receptory růstových faktorů, cesta PI3-kináza/Akt 

Třetí cesta, která bývá příčinou vzniku astrocytárních nádorů je PI3-kináza/Akt. Cesta 

PI3-kináza/Akt se podílí na přenosu signálu cestou receptorů růstových faktorů. Ke zvýšené 

expresi EGFR či PDGF α receptoru dochází nejčastěji amplifikací příslušného genu 
(15, 16, 17)

. 

Po vazbě ligandu receptor dimerizuje a autofosforyluje intracelulární doménu, která pak 

navazuje adaptorové proteiny zavzaté v Ras/Raf/MAP kinázové cestě, a rovněž váže a 

aktivuje PI3-kinázu
(15, 18, 19)

. Zhruba v polovině případů amplifikace EGFR dochází též 

k přestavbě amplifikovaného EGFR genu s expresí trvale aktivovaného proteinu, bez nutnosti 

vazby příslušného ligandu 
(20, 21)

. PI3-kináza následně lokálně fosforyluje fosfatidylinositol-

4,5-difosfát (PIP2) na fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát (PIP3). Hladina PIP3 je kontrolována 

pomocí Pten (fosfatázy kódované PTEN genem na 10q23-q24), která defosforyluje PIP3 zpět 

na PIP2 
(18, 22)

. V případě absence proteinu Pten (delece či mutace obou alel PTEN) dochází 

k akumulaci PIP3. Prodloužení poločasu PIP3 vede k aktivaci Akt kinázové kaskády bez 

ohledu na nepřítomnost nadřazených stimulačních signálů. Mutace PTEN jsou detekovány ve 

více než 45% glioblastomů a předpokládá se jejich velký vliv na cestu Akt. Akt fosforyluje 
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mnoho dalších proteinů včetně proteinů, které jsou součástí apoptotické cesty, a tím se stávají 

mnohem rezistentnější vůči své aktivaci 
(22, 23)

.  

Aktivace receptorů růstových faktorů autokrinní či parakrinní cestou či aktivační 

mutace ovlivňují PI3-kinázovou cestu, přičemž PTEN je zřejmě dalším bodem, kde dochází 

k přerušení této signální cesty. 

 

Astrocytární nádory 

Svým charakterem se z astrocytárních nádorů vymyká pilocytický astrocytom (WHO 

Grade I). Jedná se o benigní nádor s dobrou prognózou po radikálním odstranění nádoru. 

V posledních letech byla opakovaně potvrzena role genu BRAF v tumorigenezi tohoto nádoru 

(24,25)
. U difúzních astrocytomů (WHO grade II) (obr. 2 a 4) nacházíme především mutaci 

genu isocitrát dehydrogenázy 1 a 2 (IDH1 a IDH2). Dále je u astrocytárních nádorů všech 

stupňů malignity nalézána mutace genu TP53. Gen TP53 je mutován v 40-70% difúzních 

astrocytomů a anaplastických astrocytomů, ale pouze ve 30-40% glioblastomů 
(26)

. U 

glioblastomů je vedle poruchy cesty p53 přítomná i porucha cest Rb1 a PI3-kináza/Akt. 

K amplifikaci CDK4 dochází zhruba v 18% glioblastomů, amplifikaci MDM2 nacházíme asi 

ve 14% případů glioblastomu 
(15, 27)

. Koamplifikace/overexprese těchto dvou genů vede 

k současnému přerušení obou cest, p53 i Rb1. Byla rovněž popsána amplifikace MDM4, 

homologu MDM2 
(28)

, vyskytuje se v 7% glioblastomů. 

CDKN2A/B a p14
ARF

 (kódují p16, p15 a p14
ARF

) se nachází na stejném lokusu (9p21). 

Tento úsek chromosomu 9 bývá deletován v 50% glioblastomů a cca v 10% anaplastických 

astrocytomů 
(15, 29, 30)

. Nedávno byla popsána i možnost zapojení p18 do tumorigeneze 

glioblastomu, v některých nádorech byla popsána současná delece CDKN2A a CDKN2C 
(15, 

31)
. 

Mutace nebo homozygotní delece RB1 genu (13q14) je nejčastěji nalézána u 

glioblastomu (11%) 
(15, 32)

. Hypermethylaci RB1 promotoru, která blokuje transkripci genu, 
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nacházíme především v sekundárním glioblastomu, méně často u primárního, celkem asi 

v 25% glioblastomů 
(33)

.  

Amplifikace genu EGFR (7p11-p12) je detekována v cca 45% glioblastomů 
(15-18, 34, 35)

 

a v  části anaplastických astrocytomů. Zvýšená exprese může být u glioblastomu ale přítomna 

i bez amplifikace (cca 15%). Delece TP53 je velmi úzce spjata se zvýšenou expresí    

PDGFR-α, což může znamenat, že mutace TP53 má onkogenní efekt především ve spojení 

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

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

glioblastomů, dále MET (7q31), amplifikován ve 4% glioblastomů. Poměrně nedávno byl 

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

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

. 

 Zmnožení části či celého chromosomu 7 je jednou z nejčastějších chromosomových 

odchylek astrocytárních nádorů. Byla pozorována až u 60% glioblastomů, a to s či bez 

amplifikace EGFR 
(36)

. Delece chromosomu 10 je zdaleka nejčastější abnormalitou u 

glioblastomů. Deleci nalézáme u 70% glioblastomů, ve většině případů se jedná o monosomii 

celého chromosomu 10 
(15)

. Méně často je přítomna i u anaplastických astrocytomů a 

difúzních astrocytomů. 

   

Oligodendrogliální nádory 

 Oligodendrogliomy vychází z oligodendrocytů. Vyskytují se jednak ve formě 

oligodendrogliomu WHO Gr. II (obr. 5) nebo ve formě jeho malignější varianty – 

anaplastického oligodendrogliomu WHO Gr. III. Od astrocytárních nádorů se odlišují 

především svojí chemosenzitivitou a poněkud lepší prognózou.  

U oligodendrogliálních nádorů je nejčastěji zjištěnou aberací vedle již dříve 

zmiňované mutace IDH1/2 delece 1p a 19q 
(26)

. Ve většině případů se tyto delece vyskytují 
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společně v rámci jednoho tumoru, mají zřejmě synergický účinek a postihují zpravidla celé 

rameno chromosomu. U oligodendrogliomů se vyskytuje kombinovaná LOH 1p/19q až v 

80%. U anaplastických oligodendrogliomů pak dosahuje cca 60%. U oligoastrocytomů se 

LOH 1p/19q vyskytuje v 30-50%, u anaplastických oligoastrocytomů pak výskyt 

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

v méně než 10% 
(26, 37-39)

. U oligoastrocytomu v obou složkách nacházíme stejné aberace, což 

svědčí pro monoklonální původ nádoru 
(40)

. Schopnost diferenciace do astrocytárního či 

oligodendrogliálního fenotypu je zřejmě ovlivněna podmínkami vnitřního prostředí. 

 Vedle již zmíněných změn můžeme v oligodendrogliomech a oligoastrocytomech 

nalézt v menší míře i mutace TP53, deleci CDKN2A, LOH 4q, 4p, 9p, 9q, 13q, 14q, 17p a 

18q. Na rozdíl od astrocytomů je nález LOH 17p a mutace TP53 sporadický a v kombinaci 

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

. U anaplastických oligodendrogliomů se ale ve 

zvýšené míře vyskytují abnormality obdobné jako u astrocytomů. Nacházíme deleci 9p, deleci 

CDKN2A/B a p14
ARF

 (9p21), deleci 10q, mutaci PTEN (10q23), amplifikaci či zvýšenou 

expresi EGFR (7p12), mutaci nebo deleci CDKN2C či RB1 
(42)

.  
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2. Hypotéza a cíle práce 

 

Téma práce vychází z předpokladu, že chromosomové změny, které nacházíme 

v mozkových gliomech, jsou nenáhodné. Je tedy pravděpodobné, že aberace, které jsou 

nalézány ve vyšším procentu, mohou být patogenetickým podkladem vzniku těchto nádorů. 

Cílem práce bylo určit aberace, které se v gliomech nachází, jako kandidáty pro další 

vyšetření. Dalším cílem bylo zvolení vhodné metodiky odběru a zpracování tkáňového vzorku 

a jeho příprava k FISH. Hlavním cílem bylo provedení fluorescenční in-situ hybridizace 

pomocí centromerických a lokus specifických sond na interfázních jádrech buněk mozkových 

gliomů k detekci určených chromosomových aberací, vyhodnocení a statistické zpracování 

výsledků I-FISH, korelace s klinickými a morfologickými vyšetřeními a formulace závěrů 

včetně publikační aktivity.  
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3. Materiál a metodika 

Do prospektivní studie byli zařazeni pacienti s předpokládaným gliálním nádorem 

mozku, kteří podepsali informovaný souhlas s genetickým vyšetřením. Informovaný souhlas 

byl schválen Etickou komisí ÚVN. 

Během neurochirurgického výkonu byly odebírány tkáňové vzorky u pacientů 

s mozkovým gliomem. Kontrolní vzorky byly odebírány od pacientů s epilepsií při 

epileptochirurgickém výkonu. Čerstvě odebraný vzorek byl ihned zpracován – byla provedena 

resuspendace v médiu (PBS, heparin), následně pak byl materiál zpracován pomocí standardní 

cytogenetické techniky (hypotonie, fixace vzorku). Vlastní FISH analýza byla provedena 

vždy až následně po provedení imunohistochemické analýzy, aby bylo ověřeno, že se jedná o 

gliální nádor. Pro FISH analýzu byly použity dvoubarevné lokus-specifické a/nebo 

centromerické Vysis sondy (Abbott Molecular) dle doporučení výrobce (viz Tab.1.). 

K vyšetření byly vybrány sondy k detekci delece TP53, RB1 a CDKN2A, amplifikace EGFR, 

trisomie chromosomu 7 a monosomie chromosomu 10.  U oligodendrogliálních nádorů byly 

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

 

Tab. 1. Použité sondy 

 

Chromosomové aberace DNA sonda Značení Výrobce 

delece TP53 LSI® p53 (17p13.1) / CEP® 17 

SO / SG  
Abbott 

Molecular 

delece CDKN2A LSI® p16 (9p21) / CEP® 9 

delece RB1 LSI® RB1 (13q14) / LSI® 13qter 

delece 1p36 LSI® 1p36 / LSI® 1q25 

delece 19q13.3 LSI® 19q13/ LSI® 19p13 

amplifikace EGFR / 
trisomie 7 

LSI® EGFR / CEP® 7 

monosomie 10 CEP® 10 / control CEP® probe 
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Buňky byly obarveny pomocí DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). Preparáty byly 

odečítány pomocí fluorescenčního motorizovaného mikroskopu Axioplan II (Zeiss) 

s příslušnými optickými filtry. V analýze bylo vždy hodnoceno nejméně 200 interfázních 

jader a byl hodnocen poměr fluorescenčního signálu příslušné specifické sondy a sondy 

kontrolní. Hranice pozitivity byla určena hodnotou 2 směrodatných odchylek (2SD), což 

zaručilo diagnostickou specificitu 97,5% pro amplifikace a 95% pro delece. Obraz byl 

zaznamenán a zpracován pomocí ISIS software (MetaSystems).  

Získaná data byla zpracována pomocí statistického programu XLSTAT 2012, verze 

2012.3.01. Všechna data byla zpracována k datu 31.3.2012. Celkové přežití bylo stanoveno 

pomocí Kaplan-Meierovy analýzy. Rozdíly v křivkách funkce přežití byly testovány pomocí 

log-rank testu, Wilcoxonova a Tarone-Ware testu k určení statistické významnosti. Nezávislé 

prognostické faktory byly identifikovány pomocí vícenásobné regresní metody Coxova 

regresního modelu a logistické regresní analýzy. Za efektivní prediktor sledovaného jevu byla 

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

Od března 2004 do dubna 2010 bylo odebráno celkem 270 vzorků u pacientů 

s mozkovým gliomem během neurochirurgického výkonu. Vlastní soubor pacientů byl tvořen 

111 ženami a 159 muži. Věkový průměr souboru při stanovení diagnózy byl 50 let, při vlastní 

operaci 51,4 roku. Nejčastějším iniciálním příznakem mozkového gliomu byl epileptický 

záchvat (114 pacientů), dále ložiskový neurologický deficit (65 pacientů), relativně často byla 

prvním příznakem cefalea (40 pacientů), organický psychosyndrom (25 nemocných), dále 

syndrom nitrolební hypertenze (10 pacientů) a porucha paměti (9 pacientů). Nespecifické 

obtíže vedly k vyšetření u 6 nemocných a v 1 případě se jednalo o asymptomatický nález na 

CT vyšetření mozku, které bylo provedeno z jiného důvodu. Z celkového počtu 270 vzorků 

bylo možné provést molekulárně-cytogenetickou analýzu pomocí fluoresceční in-situ 

hybridizace u 264 vzorků (98% všech analyzovaných vzorků). Pouze v 6 případech nebylo 

možné FISH analýzu provést pro nedostatek materiálu. Z 264 vzorků koreloval klinický 

průběh s histologií a FISH ve 225 případech (85% všech vzorků), ve 39 případech shoda 

nenastala. 

 

Iniciální příznak Počet pacientů 

Epileptický záchvat 114 

Ložiskový nález 65 

Cefalea 40 

Organický psychosyndrom 25 

Syndrom nitroleb. hypertenze 10 

Porucha paměti 9 

Jiné 6 

Asymptomatický 1 
 

Tab. 2. Iniciální příznak onemocnění 
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Soubor byl pro další hodnocení rozdělen na jednotlivé skupiny diagnóz podle 

histopatologických kritérií. 

 

Typ nádoru WHO grade Počet pacientů FISH vyš. 

Pilocytický astrocytom I 7 6 

Difuzní astrocytom II 38 37 

Anaplastický astrocytom III 28 27 

Glioblastom IV 145 144 

Oligodendrogliom II 18 18 

Anaplastický oligodendrogliom III 27 26 

Anaplastický oligoastrocytom III 7 6 
 

Tab. 3. Jednotlivé typy nádorů v souboru dle histologických diagnóz, počtu pacientů a 

provedených I-FISH 

 

 

Pilocytický astrocytom WHO Grade I 

Ve skupině pacientů s pilocytickým astrocytomem, Gr. I, bylo 7 nemocných (zdrojová 

data v příloze Tab. 24). Jedná se o mladé pacienty (průměrný věk při stanovení diagnózy byl 

24,7 let). Všichni pacienti přežívají (1 pacient sledován s progresí, 1 pacientka pro progresi 

podstoupila 2. resekci), nebylo dosaženo mediánu přežití, současná doba sledování dosáhla 

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

doba sledování od operace je 66,8 měsíců, medián sledování od operace je 44,5 měsíců. 

Průměrné Karnofsky skóre před operací dosáhlo 93.  

Pomocí FISH analýzy byla ve 3 případech nalezena polyploidie, v jednom případě 

současně s polyploidií byla nalezena monosomie chromosomu 10. U této pacientky byla 

pozorována rychlá grafická progrese reziduálního nádoru, byla zpochybněna původní 

histologie a uvažováno o gliomu vyššího grade. Při reoperaci byl odebrán nový vzorek, který 

byl hodnocen jako difuzní astrocytom. Pacientka nakonec podstoupila radioterapii. FISH 

analýza korelovala s klinickým obrazem, histologickým vyšetřením a průběhem onemocnění 

v 5 případech. V jednom případě FISH výsledek oproti histologickému vyšetření avizoval 

horší prognózu, která byla posléze při dalším sledování potvrzena.  
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Závěr: Nález jiné aberace než polyploidie budí podezření na špatně stanovenou 

histologickou diagnózu, tyto pacienty je nutné sledovat a kontrolovat častěji 

 

Difúzní astrocytom WHO Grade II 

Do skupiny pacientů s difuzním (35 nemocných) a gemistocytárním astrocytomem (3 

pacienti), Gr. II, bylo zařazeno celkem 38 pacientů (zdrojová data Tab. 25). Z tohoto počtu 23 

nemocných již v průběhu sledování zemřelo, medián přežití dosáhl 67,8 měsíců, medián 

přežití od operace pak 59,5 měsíců, průměrná doba přežití dosahuje 104,7 měsíců (74,9 – 

134,4 měsíců v intervalu +/- 95%), průměrná doba přežití od operace 52 měsíců (40,1 – 63,8 

měsíců). I v tomto případě se jedná o mladší pacienty (průměrný věk při stanovení diagnózy 

dosáhl 37,4 let).  

 

 

Graf 1. Křivka funkce přežití u pacientů s difuzním astrocytomem Grade II,               ○ 

cenzorovaná událost 
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Průměrné Karnofsky skóre (KPS) před operací bylo 91. Soubor byl hodnocen i 

z hlediska radikality resekce, bylo prokázáno, že medián přežití pacientů s biopsií dosahuje 

pouze 6,3 měsíců. Oproti tomu pacienti, kteří podstoupili parciální resekci, dosáhli mediánu 

přežití 67,8 měsíců, pacienti po radikální resekci (myšleno ve smyslu MRI radikální resekce) 

dosáhli mediánu 65,9 měsíců. 

 

  

Graf  2. Srovnání křivek funkce přežití u pacientů s difuzním astrocytomem v závislosti na 

radikalitě resekce (RR – radikální resekce, PR – parciální resekce, B – biopsie) 

 

     
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 2) 
 

Difuzní astrocytomy byly zastoupeny v 37 vzorcích. Nejčastějším nálezem byla 

polyploidie, byla nalezena ve 23 případech. Ve 13 vzorcích nebyla nalezena žádná aberace. 

Ostatní nálezy byly vzácnější: monosomie chromosomu 10 byla detekována 4x, amplifikace 
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EGFR 2x, trisomie chromosomu 7 1x, delece RB1 3x (obr. 6), delece CDKN2A 2x (obr. 7). 

Monosomie chromosomu 13 a 17 shodně pouze 1x. Tyto chromosomové aberace byly 

souhrnně označeny jako jiné aberace. Při provedení Kaplan-Meierovy analýzy s rozdělením 

skupiny na vzorky s polyploidií (0), vzorky s jinou aberací (1) a vzorky s negativním nálezem 

(2) vyplynulo, že ve skupině 0 bylo dosaženo mediánu přežití 67,8 měsíce (14 pacientů), ve 

skupině 1 (vzorky s jinou aberací) dosáhl medián přežití pouze 37,5 měsíce (12 pacientů), ve 

skupině 2 dosáhl medián přežití 90,5 měsíce (11 pacientů), tyto rozdíly jsou statisticky 

signifikantní.  

 

 

Graf 3. Srovnání křivek funkce přežití u pacientů s difuzním astrocytomem Grade II (0 – 

pouze polyploidie, 1 – přítomna jiná aberace, 2 – bez nálezu aberace) včetně statistického 

porovnání jednotlivých křivek přežití, ○ cenzorovaná událost 

 

     
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 2) 
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Analýza dat prokázala, že jako statisticky významný rizikový faktor se jeví přítomnost 

jiné aberace (negativní nález nebo polyploidie nejsou statisticky významné faktory). Při 

vytvoření Coxova regresního modelu se započtením věku a Karnofsky skóre před operací 

tento rizikový faktor přetrvává, funkce hazardu dosahuje 3,95. Další rizikové faktory jsou věk 

(funkce hazardu 1,05) a Karnofsky skóre před výkonem (0,95). 

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 
Wald Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(95%) 

věk při 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/jiná-1 1,375 0,533 6,657 0,010 3,954 1,392 11,236 

poly/jiná-2 -0,409 0,643 0,403 0,525 0,665 0,188 2,345 
 

Tab. 6. Coxův model přežití u difuzního astrocytomu Grade II v závislosti na KPS, věku a 

přítomné aberaci (Poly/jiná-1 – přítomna jiná aberace, Poly/jiná-2 – bez nálezu aberace) 

 

Pokud jsme do tohoto modelu zařadili i radikalitu resekce, pak jediným statisticky 

významným faktorem ovlivňujícím celkové přežití zůstala přítomnost jiné aberace! Pokud 

byla jiná aberace ve vzorku nalezena, riziko úmrtí bylo 3,8x vyšší. 

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 
Wald Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(95%) 

věk při dg. 0,032 0,021 2,247 0,134 1,033 0,990 1,077 

KPS -0,045 0,024 3,529 0,060 0,956 0,912 1,002 

poly/jiná-1 1,334 0,589 5,131 0,024 3,796 1,197 12,038 

poly/jiná-2 -0,882 0,765 1,329 0,249 0,414 0,093 1,854 

resekce-RR -0,395 0,728 0,293 0,588 0,674 0,162 2,810 

resekce-B 1,438 0,814 3,123 0,077 4,212 0,855 20,750 
 

Tab. 7. Coxův model přežití u difuzního astrocytomu Grade II v závislosti na KPS, věku, 

přítomné aberaci a radikalitě resekce (Poly/jiná-1 – přítomna jiná aberace, Poly/jiná-2 – bez 

nálezu aberace, resekce-RR – radikální resekce, resekce-B - biopsie) 

 



25 

 

Korelace FISH analýzy, klinického průběhu a histologického vyšetření byla dosažena 

v 31 případě, ve čtyřech případech analýza neprokázala přítomnost chromosomové aberace, 

s čímž kontrastoval klinický průběh s kratším celkovým přežitím pacientů. Ve dvou případech 

byl naopak FISH nález spojen s horší prognózou pacienta (nález jiné aberace v kontrastu 

s delší dobou přežití).  

Závěr: Nález jiné aberace významně zhoršuje prognózu pacientů, dochází 

k rychlejšímu upgradingu a progresi nádoru, riziko úmrtí stoupá 3,8x. Negativní FISH nález 

je pozitivní prognostický ukazatel. 

 

Anaplastický astrocytom WHO Grade III 

Skupinu pacientů s anaplastickým astrocytomem, Gr. III, tvořilo 28 nemocných, 

v současné době přežívají 4 pacienti (zdrojová data Tab. 26). Medián přežití v této skupině 

dosáhl 29,3 měsíců, medián přežití od operace 12,9 měsíců, průměrná doba přežití je 57,1 

měsíců (32,1 – 82,1 měsíců), průměrná doba přežití od operace 22 měsíců (14,6 – 29,3 

měsíců), medián sledování dosáhl 26 měsíců, medián sledování od operace 12,6 měsíců.. 

Průměrný věk pacientů v této skupině k datu stanovení diagnózy byl 46,9 let. Průměrné 

Karnofsky skóre pacientů před operací bylo 85. 
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Graf 4. Křivka funkce přežití u pacientů s anaplastickým astrocytomem Grade III,                  

○ cenzorovaná událost 

 

Korelace radikality resekce a celkového přežití prokázala nejdelší přežití u pacientů po 

radikální resekci, medián přežití byl 106 měsíců, u biopsií dosáhl pouze 6 měsíců. Ve skupině 

pacientů s parciální resekcí byl medián přežití 39 měsíců, výsledek je částečně limitován 

velikostí souboru, ale statisticky významný. 
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Graf 5. Kaplan-Meierova analýza přežití v závislosti na radikalitě resekce (RR – radikální 

resekce, PR- parciální resekce, B – biopsie), ○ cenzorovaná událost 

 

     
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 2) 

 

V této skupině bylo analyzováno 27 vzorků. Podobně jako u difuzních astrocytomů 

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

delece CDKN2A, ve 4 případech delece RB1 ( z toho pouze v jednom případě byly obě delece 

nalezeny současně). Monosomie chromosomu 9 byla zjištěna v jednom případě, společně 

s (bialelickou) delecí CDKN2A. Trisomie chromosomu 7 byla zjištěna v 5 případech, 

amplifikace EGFR pouze 1x. Monosomie chromosomu 10 byla detekována 2x. Monosomie 

chromosomu 17 byla nalezena 1x. Ve dvou případech nebyla žádná aberace ve vzorku 

nalezena.  
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Coxův regresní model pracoval se třemi skupinami parametrů, byla hodnocena 

přítomnost polyploidie, dále delece CDKN2A a nakonec přítomnost jiných aberací (viz výše). 

Přítomnost jiné aberace než delece CDKN2A nebo polyploidie v našem souboru pacientů 

s anaplastickým astrocytomem zvyšuje riziko úmrtí 2x, ale pod hranicí významnosti. 

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 
Wald Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(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. Coxův model přežití u anaplastického astrocytomu Grade III v závislosti na přítomné 

aberaci (pouze polyploidie, delece CDKN2A, jiné aberace, 1 – aberace nalezena, 0 – aberace 

nezjištěna) 

 

Kaplan-Meierova analýza obou skupin (bez nebo s jinou aberací) prokázala významný 

rozdíl: ve skupině 1 (jiné aberace) dosáhl medián přežití pouze 26,4 měsíců, průměrná doba 

přežití 26,2 měsíců, ve skupině 0 (bez jiných aberací) pak medián přežití byl 81,3 měsíců, 

průměrná doba přežití byla 74,80 měsíců. Přestože rozdíl v  přežití je značný a trend patrný, 

křivky přežití se statisticky významně neliší.  
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Graf 6. Srovnání křivek funkce přežití u pacientů s anaplastickým astrocytomem Grade III ( 0 

– jiné aberace ne, 1 – jiné aberace ano); ○ cenzorovaná událost 

 

     
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 1) 
 

 Pokud do Coxova modelu zahrneme i věk při stanovení diagnózy a Karnofsky skóre 

před operací, pak jsou přítomné aberace rovněž pod hranicí významnosti a neovlivňují 

celkovou dobu přežití. I v tomo modelu je ale přítomnost jiných aberací (kromě polyploidie a 

delece CDKN2A) nejvýznamnějším ukazetelem po věku pacientka a KPS. 
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Regresní koeficienty: 

     

        

Variable Value 
Standard 

error 

Wald Chi-

Square 

Pr > 

Chi2 

Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(95%) 

KPS -0,152 0,048 10,163 0,001 0,859 0,782 0,943 

věk při dg. 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. Coxův regresní model přežití u anaplastického astrocytomu v závislosti na věku, 

KPS a přítomných aberacích (1 – aberace nalezena, 0 – aberace nezjištěna) 

 

Korelace histologické diagnózy, klinického obrazu a molekulárně-cytogenetické 

analýzy bylo dosaženo v 21 případě, u 6 pacientů nekoreloval klinický průběh s výsledkem 

FISH, pacienti přežívali výrazně kratší dobu (OS 1,5 – 6,1 měsíců),  Z těchto 6 případů ve 

dvou případech FISH nález odpovídal spíše glioblastomu a tedy predikoval horší prognózu 

pacientů (amplifikace EGFR, trisomie 7, monosomie 10). Ve zbylých 4 případech byl 

výsledek FISH neinformativní (ve 2 případech byl výsledek FISH analýzy negativní, u dvou 

pacientů byla nalezena pouze polyploidie).  

Závěr: Nález jiné aberace kromě delece CDKN2A svědčí pro horší prognózu pacientů 

s anaplastickým astrocytomem, tito pacienti dosahují kratší doby přežití. 

 

Multiformní glioblastom WHO Grade IV 

Medián přežití u skupiny pacientů s glioblastomem, Gr. IV, dosáhl pouze 8,4 měsíců, 

medián přežití od operace pak 6,5 měsíců, průměrná doba přežití je 14,3 měsíců (11,7 – 17 

měsíců), od výkonu pak 11,1 měsíců (8,9 – 13,3 měsíců). Z celé skupiny 145 pacientů 

v současné době přežívá pouze 5 pacientů, čtyři jsou mladší 40 let, 1 pacient dosáhl 50 let 

věku (zdrojová data Tab. 27). Nejkratší OS od operace v této skupině doposud přežívajících 

pacientů dosáhl 31,2 měsíců, nejdelší pak 59,2 měsíců (tato pacientka se sekundárním 
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glioblastomem přežívá již 120,5 měsíce od stanovení diagnózy mozkového gliomu). Medián 

celkového sledování dosáhl 8,2 měsíců, medián sledování od operace byl 6,5 měsíců. 

Průměrný věk nemocných ve skupině pacientů s glioblastomem k datu stanovení diagnózy byl 

58,7 let. Průměrné Karnofsky skóre před výkonem bylo 83.  

 

 

Graf 7. Křivka funkce přežití skupiny pacientů s glioblastomem, ○ cenzorovaná událost 

 

Nejprve byla provedena analýza celkového přežití v závislosti na typu výkonu, 

nejkratší medián přežití byl zaznamenán u biopsií – 4 měsíce, ve skupině parciálních resekcí 

dosáhl medián přežití 8,4 měsíců. Nejlepších výsledků bylo dosaženo ve skupině radikálních 

resekcí, zde medián přežití dosáhl 15,8 měsíců. Tento výsledek je statisticky vysoce 

signifikantní. 
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Graf 8. Srovnání křivek funkce přežití u pacientů s glioblastomem (PR – parciální resekce, 

RR – radikální resekce, B – biopsie), ○ cenzorovaná událost 

 

     
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 2) 

 

Skupina pacientů s glioblastomem tvořila více než polovinu souboru, celkem 145 

pacientů. U pacientů s GBM byla nejčastěji nalezena monosomie chromosomu 10, celkem u 

99 nemocných (68%) (obr. 8). Dalším častým nálezem je amplifikace EGFR (obr. 9), 

nalezena byla v našem souboru pacientů s GBM u 62 z nich (43% případů glioblastomu). 

V 53 případech byla zjištěna trisomie chromosomu 7 (37%). Pouze v 10 případech byla 

nalezena jak amplifikace EGFR tak trisomie 7 (6,8% vzorků GBM). Polyploidie byla 

nalezena u 70 nemocných s  glioblastomem (47%). Delece CDKN2A byla detekována ve 40 

případech (28%), z toho ve 33 případech se jednalo o bialelickou deleci (v 80% těchto delecí). 

U 25 nemocných byla nalezena jak amplifikace EGFR tak delece CDKN2A. Ostatní nálezy 
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byly zjištěny pouze v malém procentu: delece RB1 v 7 případech, monosomie chromosomu 9 

ve 4 případech (2x současně s delecí CDKN2A), monosomie chromosomu 17 v 6 případech, 

monosomie chromosomu 13 9x, delece TP53 4x. Bylo provedeno několik Kaplan-

Meierových analýz se zaměřením na přítomnost nejčastějších aberací u glioblastomu. Nejprve 

byl vytvořen Coxův regresní model přežití v závislosti na nejčastějších chromosomových 

aberacích nalézaných v glioblastomu (amplifikace EGFR, monosomie chromosomu 10, 

trisomie chromosomu 7 a polyploidie). Jako nejvýznamnější aberace se v našem souboru 

pacientů s glioblastomem jevila monosomie chromosomu 10, při její nepřítomnosti klesá 

riziko úmrtí (funkce hazardu 0,58), nepřítomnost polyploidie naopak prognózu mírně zhoršuje 

(funkce hazardu 1,51). 

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 

Wald 

Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(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 0,073 1,437 0,967 2,137 

trisomie 7-ano -0,295 0,199 2,194 0,139 0,744 0,504 1,100 
 

Tab. 13. Coxův regresní model přežití v závislosti na přítomnosti trisomie 7, monosomie 10, 

amplifikace EGFR a polyploidie 

 

Kaplan-Meierova analýza pacientů bez a s monosomií chromosomu 10 prokázala 

signifikantní rozdíl v přežití, ve skupině bez přítomnosti této aberace dosáhl medián přežití 11 

měsíců (7,5 – 13,5 měsíců), pokud byla monosomie ve vzorku nalezena, medián přežití se 

snížil na 8,2 měsíců (6,2 – 10,4 měsíců).  
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Graf. 9. Srovnání křivek funkce přežití u pacientů s glioblastomem v závislosti na přítomnosti 

monosomie chromosomu 10, ○ cenzorovaná událost 

 

     
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 1) 

 

Srovnání křivek odhadu přežití bylo rovněž analyzováno v závislosti na přítomnosti 

polyploidie. Medián přežití u pacientů bez polyploidie byl pouze 7,5 měsíců, zatímco ve 

skupině s přítomností polyploidie přesáhl 10,1 měsíců.  
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Graf 10. Srovnání křivek funkce přežití u pacientů s glioblastomem v závislosti na 

přítomnosti polyploidie, ○ cenzorovaná událost 

 

     
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 1) 

 

Dále byla celá skupina analyzována dle nálezu amplifikace EGFR, trisomie 

chromosomu 7, delece CDKN2A nebo jiné aberace. V žádné z těchto skupin srovnání křivek 

přežití nedosáhlo statistické významnosti. Pokud byl do hodnocení zavzat i věk při stanovení 

diagnózy a Karnofsky skóre před operací, pak nejvýznamnějšími ukazateli přežití byl věk a 

Karnofsky skóre, ale statisticky významným faktorem zůstala polyploidie. Pokud nebyla ve 

vzorku nalezena, funkce hazardu dosáhla hodnoty 1,48 i přes vliv ostatních faktorů, ostatní 

parametry (monosomie 10, trisomie 7, amplifikace EGFR) již statisticky významné nebyly. 

 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0,6 

0,7 

0,8 

0,9 

1 

0 20 40 60 80 100 120 140 

celk. OS (MM) 

Funkce přežití 

ano ne 



36 

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 

Wald 

Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(95%) 

věk při dg. 0,058 0,010 37,042 < 0,0001 1,060 1,040 1,080 

KPS před -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. Coxův regresní model celkové přežití v závislosti na věku, Karnofsky skóre a 

nalezených aberacích 

 

Pomocí logistické regresní analýzy jsme vyjádřili vztah mezi monosomií chromosomu 

10 a věkem: na základě dat našeho souboru byla stanovena závislost výskytu monosomie 

chromosomu 10 na věku (poměr šancí 1,04), tento výsledek byl statisticky signifikantní. Se 

stoupajícím věkem stoupá výskyt monosomie chromosomu 10. 

 

  monosomie 10 – poměr šancí (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 

Věk 1.045035 1.012423 1.078697 0.006465 

Scale 1.000000       
 

Tab. 17. Logistická regresní analýza závislosti monosomie chromosomu 10 na věku 

 

V 19 případech byl nález zcela negativní (10x) nebo byla nalezena pouze polyploidie 

(9x), v těchto případech molekulárně-cytogenetická analýza byla neinformativní, nebyl 

významný rozdíl v přežití u pacientů s negativním FISH nálezem oproti ostatním pacientům. 

V ostatních případech korelovala provedená FISH s histologickým nálezem a klinickým 

průběhem.  



37 

 

Závěr: Nejvýznamnějším FISH nálezem u glioblastomu je polyploidie, je 

významným pozitivním znakem pro prognózu pacienta. Nejčastějším nálezem je monosomie 

chromosomu 10, pozitivní nález svědčí pro horší prognózu těchto pacientů, její výskyt stoupá 

s věkem pacienta. 

 

Oligodendrogliom WHO Grade II 

Do skupiny oligodendrogliomu, Gr. II bylo zařazeno celkem 18 pacientů, 11 pacientů 

přežívá, průměrná doba přežití je 124,4 měsíců (100,7 – 148,2 měsíců), od operace pak 53,5 

měsíců (39,4 – 67,8 měsíců), medián přežití dosáhl 157 měsíců (zdrojová data Tab. 28). 

Medián přežití od operace nebyl dosažen, 1. kvartil dosáhl 26,6 měsíců. Průměrný věk při 

stanovení diagnózy byl 42,9 let. Medián celkového sledování byl 82 měsíců, medián 

sledování od operace dosáhl 43,5 měsíců. Průměrné Karnofsky skóre před operací bylo 93.  

 

 

 

Graf 11. Křivka funkce přežití u pacientů s oligodendrogliomem, ○ cenzorovaná událost 
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Ve 13 vzorcích byla nalezena kombinovaná delece 1p36 a 19q13.3 (obr. 10 a 11), v 5 

vzorcích byl nález negativní. Polyploidie byla nalezena 7x, monosomie chromosomu 10 a 

trisomie chromosomu 7 v jednom případě. Amplifikace EGFR a monosomie chromosomu 17 

byly rovněž zjištěny vždy v jednom případě. Delece CDKN2A a delece RB1 nebyly ve 

vzorcích oligodendrogliomu zachyceny. Kaplan-Meierovu analýzu skupiny rozdělené na 

vzorky s nálezem kombinované delece 1p/19q a bez nálezu této kombinované delece zatím 

nelze hodnotit vzhledem k malému počtu sledovaných událostí (úmrtí pacienta). Coxův 

regresní model stanovil jako statisticky signifikantní parametr přežití v této skupině pouze 

Karnofsky skóre před operací, ostatní parametry přežití v této skupině významně neovlivnily.  

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 
Wald Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(95%) 

KPS -0,236 0,095 6,196 0,013 0,790 0,655 0,951 

věk při 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. Coxův regresní model celkového přežití pacientů s oligodendrogliomem Gr. II 

v závislosti na KPS, věku a zjištěných chromosomových aberacích (0 – aberace nezjištěna) 

 

Korelace FISH, klinického průběhu a histologické analýzy v této skupině byla 

pozorována ve všech případech, ve 3 případech byla nalezena další aberace, která ale 

neovlivnila celkovou dobu přežití u těchto pacientů. Ta je v našem souboru závislá především 

na Karnofsky skóre před operací. 

Závěr: U pacientů s oligodendrogliomem nález jiné aberace neovlivnil v našem 

souboru celkovou dobu přežití 
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Anaplastický oligodendrogliom WHO Grade III 

 V souboru bylo celkem 27 pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem, Gr. III, do 

současné doby přežívá 11 pacientů (zdrojová data Tab. 29). Medián přežití dosáhl 80,6 

měsíců, medán přežití po operačním výkonu 36,5 měsíců, průměrná doba přežití byla 85,4 

měsíců (64,9  – 105,8 měsíců), průměrná doba přežití od operace dosáhla 48 měsíců (35,7 – 

60,4 měsíců). Průměrný věk pacientů k datu stanovení diagnózy byl 44,7 let. Medián 

sledování dosáhl 65 měsíců, medián sledování od operace byl 30 měsíců. Průměrné 

Karnofsky skóre pacientů před operací bylo 90.  

 

 

Graf 12. Křivka funkce přežití u pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem,                     

○ cenzorovaná událost 
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Graf 13. Srovnání křivek funkce přežití u pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem 

v závislosti na radikalitě resekce (RR – radikální resekce, PR – parciální resekce), ○ 

cenzorovaná událost 

 
Test 

Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 1) 

 

Skupina pacientů, kteří podstoupili radikální resekci dosáhla mediánu přežití 138,7 

měsíců, pacienti s parciální resekcí pouze 59,9 měsíců. Pro další analýzu bylo k dispozici 26 

vzorků. Stejně jako u oligodendrogliomů byla nejčastějším FISH nálezem kombinovaná 

delece 1p36 a 19q13.3 (62%). Polyploidie byla nalezena v 9 vzorcích (35%). Monosomie 

chromosomu 10 byla zjištěna v jednom případě, trisomie chromosomu 7 byla nalezena 2x, 

amplifikace EGFR jednou. Delece CDKN2A byla zjištěna 3x, z toho dvakrát jako bialelická 

delece v kombinaci s monosomií chromosomu 9. Delece RB1 v této skupině detekována 

nebyla. Srovnání odhadu přežití bylo nejprve stanoveno ve skupině s nálezem kombinované 

delece 1p36 a 19q13.3 a ve skupině s negativním nálezem této delece. Ve skupině 
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s pozitivním nálezem 1p/19q dosáhl medián přežití 138,7 měsíců, ve skupině s negativním 

nálezem této delece byl medián přežití pouze 42,7 měsíců.  

 

  

Graf 14. Srovnání křivky funkce přežití u pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem 

Grade III v závislosti na přítomnosti kombinované delece 1p/19q ve vyšetřovaném vzorku (0 

– negativní nález, 1 – pozitivní nález), ○ cenzorovaná událost 

 

 

Statistic 
Observed 

value 
Critical 

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. Porovnání funkcí přežití (DF = 1) 
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Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 
Wald Chi-

Square 
Pr > 
Chi2 

Hazard 
ratio 

Hazard ratio 
Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 
Upper bound 

(95%) 

1p/19q-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. Coxův regresní model celkového přežití v závislosti na přítomných aberacích (1 – 

aberace nalezena, 0 – aberace nezjištěna) 

 

Při stanovení významnosti jednotlivých aberací jsme vytvořili regresní model, který 

potvrdil známý fakt, že nejvýznamnějším molekulárně-cytogenetickým parametrem přežití u 

oligodendrogliálních nádorů je delece 1p a 19q, její přítomnost v nádorovém vzorku snižuje 

riziko úmrtí pacienta (funkce hazardu 0,33).  Soubor byl definován z hlediska přítomnosti 

delece 1p/19q, polyploidie a jiné aberace (delece CDKN2A, monosomie 10, monosomie 9, 

trisomie 7, amplifikace EGFR) 

Pokud byla skupina anaplastických oligodendrogliomů s pozitivním nálezem 

kombinované delece 1p36 a 19q13.3 rozdělena na skupinu s průkazem pouze kombinované 

delece 1p36 a 19q13.3, dále na skupinu kombinované delece 1p36 a 19q13.3 a jiné 

chromosomové aberace (např. delece CDKN2A, monosomie 10) a nakonec skupinu bez této 

kombinované delece, pak Kaplan-Meierova analýza prokázala delší přežití ve skupině pouze 

kombinované delece 1p36 a 19q13.3 – první kvartil byl 89 měsíců (mediánu přežití nebylo 

dosaženo), pokud je přítomna v nádoru další aberace (delece CDKN2A, amplifikace EGFR, 

monosomie 10, monosomie 9), medián přežití pak klesá na 60 měsíců, ve skupině bez delece 

1p a 19q medián přežití dosáhl pouze 43 měsíců. Příznivý efekt kombinované delece 1p36 a 

19q13.3 se ztrácí při přítomnosti dalších chromosomových aberací. Přes jasný trend ale 

vzhledem k malému počtu pacientů v souboru není toto srovnání hraničně statisticky 

signifikantní. Když jme ale porovnali skupinu s průkazem pouze delece 1p/19q a skupinu bez 

této delece, pak byl rozdíl v přežití statisticky významný. 
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Graf 15. Srovnání křivky funkce přežití u pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem 

Grade III v závislosti na přítomnosti kombinované delece 1p/19q (0) nebo na přítomnosti 

kombinované delece 1p/19q + jiné chromosomové aberace (1) nebo bez průkazu 

kombinované delece 1p/19q (2), ○ cenzorovaná událost 

 

  
Graf 16. Srovnání křivky funkce přežití u pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem 

Grade III v závislosti na přítomnosti pouze kombinované delece 1p/19q (0) nebo bez průkazu 

kombinované delece 1p/19q (2), ○ cenzorovaná událost 

 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0,6 

0,7 

0,8 

0,9 

1 

0 50 100 150 200 

celk. OS (MM) 

Funkce přežití 

0 1 2 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0,6 

0,7 

0,8 

0,9 

1 

0 50 100 150 200 

celk. OS (MM) 

Funkce přežití 

0 2 



44 

 

 

 

 

Tab. 22. Porovnání funkcí přežití (DF = 1) 

 

 

Pokud jsme hodnotili celkové přežití v závislosti na Karnofsky skóre před operací a 

přítomných aberacích, pak statisticky významným parametrem je jednak samotné KPS, ale 

rovněž jiné aberace než kombinovaná delece 1p/19q a než polyploidie. Přítomnost jiné 

aberace zvyšuje v tomto modelu riziko úmrtí 3,9x, vyšší Karnofsky skóre toto riziko snižuje. 

Pokud jsme do tohoto modelu zavzali i věk, pak věk a KPS jsou statisticky významné faktory, 

které nejzásadněji ovlivňují celkové přežití a ostatní parametry již tak významné nejsou. 

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 
Wald Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(95%) 

KPS -0,123 0,039 9,963 0,002 0,884 0,819 0,954 

1p/19q-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. Coxův regresní model přežití u anaplastického oligodendrogliomu v závislosti na 

KPS a prokázané aberaci (1 – aberace nalezena, 0 – aberace nezjištěna) 

 

Regresní koeficienty: 
     

        

Variable Value 
Standard 

error 
Wald Chi-

Square 
Pr > 

Chi2 
Hazard 

ratio 

Hazard ratio 

Lower bound 

(95%) 

Hazard ratio 

Upper bound 

(95%) 

věk při dg. 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/19q-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 2,175 0,589 8,027 
 

Tab. 24. Coxův regresní model celkového přežití u pacientů s anaplastickým 

oligodendrogliomem v závislosti na věku, KPS a prokázané aberaci (1 – aberace nalezena,      

0 – aberace nezjištěna) 

Test 
Observed 

value 
Critical 

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 
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Korelace FISH, histologie a klinického průběhu byla dosažena v 21 případě. Ve 4 

vzorcích nebyl prokázán žádný patologický nález, jednalo se o pacienty s kratším celkovým 

přežitím a nelze tak vyloučit špatný odběr. V jednom vzorku byla nalezena pouze amplifikace 

EGFR, opět se jednalo o pacienta s krátkým celkovým OS, pravděpodobně se jednalo o 

glioblastom (i dle MR obrazu). V jednom případě provedená FISH prokázala kombinovanou 

deleci 1p/19q společně s polyploidií, klinický průběh s kratším OS byl v rozporu 

s očekávanou delší prognózou.  

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

s anaplastickým oligodendrogliomem. Přitomnost jiné aberace významně zhoršuje prognózu 

především u pacientů bez průkazu kombinované delece, ovlivňuje celkové přežití ale i u 

pacientů s průkazem kombinované delece 1p/19q. 

 

Anaplastický oligoastrocytom WHO Grade III 

Skupinu pacientů s anaplastickým oligoastrocytomem, Gr. III, tvoří 7 nemocných, 

z nich přežívají 2 pacienti (zdrojová data Tab. 30). Medián přežití dosáhl 30,4 měsíců, medián 

přežití od operace pak byl 12,9 měsíců, průměrná doba přežití byla 50 měsíců (20 – 57,4 

měsíců), průměrná doba přežití od operace dosáhla 35 měsíců (13,7 – 56,1 měsíců). Průměrný 

věk pacientů při stanovení diagnózy byl 40,4 let. Medián sledování dosáhl 30,4 měsíců, 

medián sledování od operace pak 29,3 měsíců. Průměrné Karnofsky skóre před operací bylo 

89.  
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Graf 16. Křivka funkce přežití pacientů s anaplastickým oligoastrocytomem, ○ cenzorovaná 

událost 

 

Ve skupině smíšených gliomů (oligoastrocytomů) byly nalezeny pouze anaplastické 

oligoastrocytomy (WHO grade III). Jednalo se celkem o 6 vzorků. Delece 1p byla nalezena 

jednou, kombinovaná delece 1p/19q také pouze jednou. Nejčastějším nálezem byla 

polyploidie, zjištěna 6x. Dále ve dvou případech byla nalezena monosomie chromosomu 10, 

jedenkrát v kombinaci s trisomií chromosomu 7 a jedenkrát v kombinaci s delecí CDKN2A a 

amplifikací EGFR (kombinace amplifikace EGFR a delece CDKN2A byla zjištěna celkem 

2x). Delece RB1 nalezena nebyla. Přestože v tomto případě jde o velmi malou skupinu, i zde 

je možné říci, že pozitivní nález delece 1p a 19q je příznivým prognostickým parametrem, ve 

skupině s neg. nálezem dosáhl medián přežití pouze 30,4 měsíců, ve druhé skupině 63,4 

měsíců, nicméně vzhledem k počtu pacientů v této skupině nelze výsledek zatím považovat za 

statisticky signifikantní. Korelace FISH, klinického průběhu a histologické analýzy byla v této 

skupině pozorována v 5 hodnocených  vzorcích, v jednom případě molekulárně-cytogenetická 

analýza predikovala horší klinický průběh oproti skutečnosti. 
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Závěr: I ve skupině nemocných s anaplastickým oligoastrocytomem je patrný trend 

lepší prognózy u pacientů s průkazem kombinované delece 1p/19q 
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5. Diskuse 
 

Gliomy jsou heterogenní skupina nádorů, které se značně liší svou prognózou. 

Nejčastěji se jedná o astrocytární nádory. Pilocytický astrocytom je typický nádor dětského 

věku,  někdy se objevuje i u mladších dospělých jedinců. Teprve nedávno byl učiněn 

významný pokrok v hledání patogeneze těchto nádorů. Duplikace, fúze nebo mutace genu 

BRAF (7q34), prokázaná ve většině těchto nádorů, představuje pravděpodobně hlavní 

mechanismus vzniku těchto (v naprosté většině benigních) nádorů a tím pádem též cíl 

případné nové léčby 
(43- 46)

. Aberace tohoto genu je pro pilocytický astrocytom typická. 

Zajímavé je, že podobná aberace bývá prokázána též v některých chondrosarkomech a 

maligních melanomech. V našem souboru bylo vyšetřováno celkem 7 pacientů, hodnoceno 

bylo ale pouze 6 vzorků. V našem vyšetřovacím panelu jsme nesledovali duplikaci či fúzi 

BRAF genu, proto v našich analýzách převažoval negativní nález nebo pouze průkaz 

polyploidie. Pouze v jednom z těchto vzorků byla nalezena monosomie chromosomu 10, 

následně bylo v dalším průběhu potvrzeno, že se nejedná o pilocytický astrocytom, histologie 

byla přehodnocena na difuzní astrocytom. Přestože jsme tuto aberaci prokázali v pilocytickém 

astrocytomu pouze jednou, můžeme z toho vyvodit, že jakýkoli nález tohoto typu budí vždy 

podezření na možnost chybného histologického závěru a tito pacienti by měli být pečlivě 

sledováni (ve stejném režimu jako pacienti s difuzním astrocytomem), eventuálně by mělo být 

provedeno druhé histologické čtení.  

V současnosti je předpokládaným prvním patogenetickým procesem vzniku 

nízkostupňového gliomu mutace genu isocitrátdehydrogenázy 1 nebo 2 – IDH1/2 
(47, 48)

 a 

tento jev nastává ještě před vznikem mutace TP53 
(26, 47)

. Tyto mutace způsobují změnu 

aktivity tohoto enzymu tak, že na místo α-ketoglutarátu vzniká potenciální onkometabolit 2-

hydroxyglutarát (kompetitivní inhibitor α-ketoglutarátu), který má inhibiční účinek na 

histondemethylázy a α-ketoglutarát dependentní deoxygenázy 
(49)

. Prevalence této mutace je 
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vysoká (80%) a zůstává neměnná i v průběhu progrese nádoru do anaplastického astrocytomu 

či sekundárního glioblastomu. Mutace je rovněž nacházena i v oligodendrogliálních nádorech. 

V současné době se předpokládá, že právě mutace IDH1/2 je jedním z prvních stupnů 

v tumorigenezi gliálních nádorů 
(26)

. Navíc je mutace IDH1/2 velmi vzácně nalezena 

v primárním glioblastomu (méně než 5%) 
(50)

. Domněnku, že mutace IDH1 a IDH2 může hrát 

roli v patogenezi mozkových gliomů podporuje navíc fakt, že tento typ postižení nacházíme i 

u určitého procenta pacientů s akutní myeloidní leukemií a chondrosarkomem 
(51, 52)

. Nicméně 

u pacientů s gliomy mozku představuje průkaz přítomnosti této mutace alespoň zčásti 

pozitivní prediktivní faktor, tito nemocní mají lepší prognózu než ti, u kterých tato mutace 

prokázána nebyla (zvláště pacienti s gemistocytárním astrocytomem, Gr. II) 
(53, 54)

. Na druhou 

stranu  ale byly publikovány práce, které tento pozitivní vliv neprokázaly 
(26, 55)

. V současné 

době je možné prokázat nejčastěji se vyskytující mutaci IDH1 (R132) i imunohistochemicky 

při histologické analýze. Zcela nedávná práce pak prokazala možnost detekovat přímo 2-

hydroxyglutarát pomocí magnetické rezonanční spektroskopie a tak neinvazivně určit 

přítomnost této mutace v nádoru 
(56)

. 

U většiny pacientů s nízkostupňovým gliomem nacházíme rovněž mutaci genu TP53, 

pouze vzácně dochází k deleci příslušného genu 
(26)

, tento fakt můžeme potvrdit i z našeho 

souboru pacientů, delece nebyla prokázána ani v jednom případě difuzního astrocytomu. Tato 

mutace je považována za nepříznivý prognostický znak 
(55)

, pacienti nesoucí tuto mutaci mají 

kratší interval přežití. Nicméně prognóza nezávisí pouze na histologické a FISH analýze, 

prognosticky významným faktorem je věk nemocných a KPS, především pacienti mladší 45 

let mají lepší prognózu prakticky u všech typů gliálních nádorů 
(57, 58)

. Mutace TP53 genu je 

ale nalézána u astrocytárních nádorů všech stupňů malignity. Gen TP53 je mutován v cca 

50% difúzních astrocytomů a anaplastických astrocytomů, ale pouze ve 30% glioblastomů 
(26)

. 
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Nicméně v některých nízkostupňových gliomech (dle histologické analýzy) byly 

naopak nalezeny aberace, které odpovídají nádorům vyššího grade a bylo prokázáno, že u 

těchto nádorů dochází k malignímu zvratu dříve. Jsou to především delece RB1 a CDKN2A, 

dále trisomie chromosomu 7 a monosomie chromosomu 10. Na druhou stranu v našem 

souboru byli pacienti, kteří zemřeli na rychle progredující gliální nádor a u kterých nebyla 

nalezena žádná ze sledovaných aberací, v těchto případech musíme ale předpokládat, že se 

jednalo o špatný odběr vzorku na histologickou i FISH analýzu. Přesto i v našem souboru byl 

patrný jednoznačný trend, který prokazuje nejlepší prognózu u pacientů s difuzním 

astrocytomem, pokud je molekulárně-cytogenetická analýza negativní v panelu námi 

prováděných vyšetření. Tento fakt lze ale prokázat spíše dlouhodobým sledováním, vždy je 

nutné počítat s možností špatného odběru a tím falešně negativním výsledkem. Naopak 

výrazně horší prognózu lze očekávat, pokud byla prokázána další chromosomová aberace 

(delece RB1, CDKN2A, trisomie 7, monosomie 10), medián přežití byl v této skupině pouze 

37,5 měsíců. Již v naší původní práci jsme předpokládali, že tyto další aberace mohou vést 

k rychlejšímu upgradingu difuzního astrocytomu 
(59)

. Na základě delšího sledování a pomocí 

statistické analýzy jsme mohli tento předpoklad potvrdit. Kaplan-Meierova analýza funkce 

přežití pak potvrdila statisticky signifikantní rozdíl mezi jednotlivými křivkami přežití. Riziko 

přítomnosti jiné aberace bylo potvrzeno i v Coxově regresním modelu, funkce hazardu 

dosáhla 3,8. Toto vysoké riziko úmrtí při přítomnosti jiné aberace než polyploidie zůstalo 

jediným významným faktorem, který ovlivňuje celkové přežití a je nutné jej považovat za 

vysoce statisticky významný a zásadní ukazatel horší prognózy. Svědčí pro zvýšené riziko 

upgradingu difuzního astrocytomu. Tento výsledek navíc znamená, že přítomnost jiné aberace 

je nezávislý faktor a ostatní významné faktory (věk, Karnofsky skóre, radikalita resekce) 

 tomto případě nehrají (alespoň v našem souboru) zásadní roli 
(59, 60, 61)

. Na druhou stranu u tří 

našich pacientů nebyla nalezena žádná aberace a přesto došlo k progresi nádoru. Je tedy 
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zřejmé, že existují ještě jiné faktory, které na molekulární úrovni ovlivňují přežití těchto 

pacientů a které je nutné identifikovat. Nicméně zásadním sdělením pro praxi je, že 

přítomnost jiné aberace vyžaduje jiný protokol sledování pacienta, protokol, který odpovídá 

vysokostupňovým gliomům. 

U anaplastických astrocytomů nacházíme podobné (ale častěji) aberace jako u 

difuzních astrocytomů, zvláště pak ve vyšším procentu deleci CDKN2A (často bialelická). 

Rovněž častějším nálezem bývá delece RB1 genu. Při analýze této skupiny jsme zjistili, že 

podobně jako u difuzních astrocytomů přítomnost jiných aberací ovlivňuje prognózu pacientů. 

I u těchto nádorů je příznivým znakem v našem panelu vyšetření pro prognózu negativní 

molekulárně-cytogenetický nález, případně polyploidie, nález jiné aberace prognózu opět 

zhoršuje (medián přežití 52 měsíců oproti 14 měsícům při nálezu jiných aberací). Překvapivé 

ovšem bylo, že na této horší prognóze se u našich pacientů nepodílí delece CDKN2A 
(62, 63)

. Ta 

sama o sobě zásadněji přežití neovlivňuje a naopak signifikantním nálezem jsou jiné aberace 

(delece RB1, monosomie chromosomu 9, trisomie chromosomu 7, amplifikace EGFR,  

monosomie chromosomu 10,  monosomie chromosomu 17) 
(64)

. Toto jsme potvrdili i Kaplan-

Meierovou analýzou obou skupin, ve skupině 1 (jiné aberace) dosáhl medián přežití pouze 

26,4 měsíců, ve skupině 0 (bez těchto aberací) byl pak medián přežití 81,3 měsíců. Již v naší 

původní práci byla role delece CDKN2A nejasná, z celkem deseti pacientů s delecí CDKN2A 

došlo u několika z nich k rychlé progresi, naopak někteří z nich přežívali déle. Do současné 

doby přežívá jeden pacient 
(59)

. Podobně jako u difuzního astrocytomu je považován za 

pozitivní prognostický faktor i průkaz mutace IDH1 R132H v nádoru, pacienti s pozitivním 

nálezem mají lepší prognózu oproti pacientům s negativním nálezem této mutace 
(65)

. Věk, 

Karnofsky skóre a radikalita resekce jsou ale v našem souboru nejvýznamnější faktory 

ovlivňující přežití Oproti našemu původnímu závěru je ale role některých aberací ve smyslu 

horší prognózy pacientů s anaplastickým astrocytomem nesporná. 
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 Většina glioblastomů vzniká velmi rychle, bez předchozích známek méně maligní 

léze. Jsou označovány jako de novo neboli primární glioblastomy. Anamnéza je většinou 

velmi krátká (méně než 3 měsíce). Sekundární glioblastomy vznikají pomalu progresí 

difúzního či anaplastického astrocytomu. Při MRI vyšetření mozku nacházíme patologické 

ložisko s centrální nekrózou a okolním enhancujícím lemem a výrazným kolaterálním 

edémem (viz obr. 2). U sekundárního glioblastomu se toto enhancující ložisko nachází 

v nízkostupňovém gliomu a odlišuje e svým charakterem od okolní nádorové tkáně. 

Primární glioblastomy vznikají většinou u starších pacientů (stř. věk 55 let). 

Pravidelně bývají detekovány homozygotní delece CDKN2A, CDKN2B a p14
ARF

 v oblasti 

9p21. CDKN2A a p14
ARF

 (kódují p16 a p14
ARF

) se nachází na stejném lokusu (9p21). 

Produkty těchto genů jsou transkribovány z odlišných promotorů a prvních exonů (exon 1α a 

1β), ale sdílí stejný exon 2 a 3, přičemž používají odlišný čtecí rámec pro translaci. CDKN2B 

je lokalizován pouze o 11kb směrem k centromeře od lokusu pro CDKN2A/p14
ARF

. Tento 

úsek chromosomu 9 bývá deletován v 50% glioblastomů a cca v 10% anaplastických 

astrocytomů
(13, 27,28)

. Ztrátou obou alel CDKN2A/B a p14
ARF

 tak dochází k přerušení cesty p53 

i Rb1. V některých nádorech může být transkripce zastavena díky hypermethylaci 

promotorového úseku zbývající divoké alely 
(30, 66)

. Nedávno byla popsána i možnost zapojení 

p18 do tumorigeneze glioblastomu 
(67)

, v některých nádorech byla popsána současná delece 

CDKN2A a CDKN2C. Častým nálezem bývá i amplifikace CDK4 často společně s MDM2 na 

12q14-q15. Amplifikace CDK4 byla nalezena u 18% glioblastomů, amplifikace MDM2 asi ve 

14% případů glioblastomu. Vzestup CDK4 vede k překonání regulace pomocí inhibičních p15 

a p16 (produkty CDKN2A a CDKN2B). Volný CDK4 a CDK6 se pak vážou na cykliny 

D1/D3. Zvýšená exprese MDM2 vede ke zvýšené degradaci p53, přičemž opět překonává 

inhibiční účinek p14
ARF (13, 27)

. V 7% glioblastomů byla nalezena amplifikace MDM4, 

homologu MDM2 
(28)

. U 70% primárních glioblastomů nacházíme monosomii chromosomu 
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10 či deleci 10q. U 25% vzorků je zjištěna mutace ve zbývajícím PTEN genu. Amplifikace 

genu EGFR (7p11-p12) je detekována v cca 45% glioblastomů 
(13-17)

 a v malé části 

anaplastických astrocytomů, u další části není přítomna amplifikace, ale nechybí zvýšená 

exprese 
(13)

. Četnost těchto aberací je v našem souboru obdobná. Pokud je gen amplifikován, 

je vždy zvýšeně exprimován (tato overexprese může být u glioblastomu ale přítomna i bez 

amplifikace). Amplikon je často velký (nejméně 1,5 Mb) a vyskytuje se ve formě double 

minutes 
(34)

. Přestavba samotného genu se vyskytuje zhruba v polovině případů amplifikace 

EGFR, a to pouze v amplifikovaných kopiích 
(17)

. Nejčastěji se vyskytující přestavbou je 

aberantní spojení při transkripci, které vede ke ztrátě 267 aminokyselin extracelulární 

domény, která není schopna vázat ligand a receptor je trvale aktivován tzv. EGFRvIII 
(18, 19, 

20)
. Vedle toho se vyskytují méně často i přestavby intracelulární domény EGF receptoru. 

Tyto přestavby (extra i intracelulární domény) se mohou vyskytovat i ve stejném nádoru. Ve 

všech astrocytárních nádorech byla nalezena vysoká exprese PDGF ligandů, naznačující 

přítomnost autokrinní/parakrinní stimulace. Intracerebrální aplikace retroviru obsahujícího 

PDGFRB vedla u myší ke vzniku glioblastomu, což naznačuje zapojení PDGF systému 

v patogenezi astrocytomů 
(34, 68)

. Přesto overexprese není spojena s amplifikací (výjimkou je 

amplifikace PDGFRA, genu pro receptor PDGF-α, popsaná u glioblastomů – cca 13%) 
(15)

. 

Sekundární glioblastomy vznikají pomalu progresí difúzního či anaplastického 

astrocytomu. Tyto glioblastomy postihují mladší jedince (stř. věk 40 let) a typicky je přítomna 

mutace IDH1, méně často IDH2, dále delece a/nebo mutace s postižením obou alel TP53. 

Z dalších abnormalit je často zjištěna delece p14
ARF

 nebo delece RB1 genu, delece CDKN2A 

či amplifikace CDK4. Často je nalezena delece 10q (cca 60%), ale zbývající PTEN gen 

mutován nebývá. Pouze vzácně se vyskytuje amplifikace EGFR 
(26)

. Tyto dva typy 

glioblastomu – primární (nově vzniklý) a sekundární (postupnou progresí) se odlišují 

v podstatě pouze dle klinického průběhu a MRI vyšetření mozku. Toto klasické dogma 
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rozdělení glioblastomů na dvě skupiny je sice již pomalu opouštěno ve světle nových 

poznatků o jednotlivých skupinách glioblastomů na podkladě molekulárně-genetické analýzy 

(4 skupiny) 
(50, 69)

, nicméně pro klinické hodnocení má stále své nezastupitelné místo. 

Primární glioblastom má velmi krátké období klinických příznaků před stanovením diagnózy 

(1-3 měsíce), většinou se jedná o bolesti hlavy, epileptický záchvat, ložiskový neurologický 

deficit. Pacienti se sekundárními glioblastomy jsou většinou již delší dobu dispenzarizováni a 

léčeni pro astrocytom nižšího grade (nejčastěji fibrilární astrocytom). Onemocnění může být 

po několik let relativně stabilní či pouze pomalu progreduje, pacienti jsou sledováni pomocí 

MRI vyšetření mozku. Po několika letech dochází k malignímu zvratu v nádoru, jeho 

upgradingu a akceleraci růstové aktivity. Tuto aktivitu můžeme zjistit pomocí MRI mozku, 

dochází k poškození hematoencefalické bariéry a sycení nádoru po podání kontrastní látky 

(gadolinium), dále pomocí FLT-PET vyšetření mozku (ložiska zvýšené mitotické aktivity). 

Otázka tohoto maligního zvratu je jednou z nejvíce problematických otázek v neuroonkologii.  

U sekundárního glioblastomu proto nacházíme i podobné chromosomové změny jako u 

astrocytomů Grade II a III, naopak pouze vzácně se objevují změny typické pro primární 

glioblastom, především amplifikace EGFR či MDM2. Glioblastomy nicméně mohou nést 

celou řadu aberací a bývá pravidlem, že bývá přítomno postižení více signálních cest 

najednou (p53, Rb1, RTK/Akt) 
(11-13)

. V našem souboru jsme pozorovali především výskyt 

monosomie chromosomu 10 (68% případů). Pacienti s touto aberací mají v našem souboru 

horší prognózu přežití oproti těm, kde je nález negativní. Je zde i shoda mezi věkem pacienta 

a monosomií chromosomu 10. To může znamenat, že u starších pacientů najdeme častěji 

monosomii 10 a tento nádor má pravděpodobně vyšší maligní potenciál. Gen MGMT je 

lokalizován na 10q26. Hypermethylace jeho promotoru hraje zásadní roli v chemosenzitivitě 

na temozolomid. Otázkou zůstává, zda se na tom nějakým způsobem může podílet i často 

přítomná monosomie 10.  
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Častým nálezem bývá rovněž amplifikace EGFR a trisomie chromosomu 7 
(96)

, 

v našem souboru 43% (62/145) a 37% (53/145). Trisomie chromosomu 7 prognózu pacientů 

v našem souboru významně neovlivňuje (stejně tak delece CDKN2A – 40/145). Zajímavým 

ukazatelem je nepřítomnost amplifikace EGFR, při negativním nálezu této aberace stoupá 

v našem souboru riziko smrti (funkce hazardu 1,44). Mohlo by to znamenat, že pacienti 

s amplifikací EGFR obecně lépe reagují na onkologickou léčbu. Jedná se ale o data na hranici 

statistické významnosti. Amplifikace EGFR společně s trisomií se v našem souboru společně 

vyskytují poměrně vzácně. V našem souboru bylo pouze deset těchto pacientů, což nám 

nedovoluje činit jednoznačné závěry. Takto nízký současný výskyt je v kontrastu s jinými 

pracemi, i když se jednalo o malé soubory pacientů 
(97, 98)

. Pokud jsme ale stanovovali míru 

rizika jednotlivých aberací, jako statisticky významná se jevila pouze detekce monosomie 

chromosomu 10 (funkce hazardu: 0,57 při nepřítomnosti monosomie 10), amplifikace EGFR 

(funkce hazardu: 1,44 při nepřítomnosti amplifikace EGFR, a přítomnost polyploidie (funkce 

hazardu: 1,50 při nepřítomnosti polyploidie). Pokud jsme do hodnocení přibrali i věk a KPS, 

ukázalo se, že tyto parametry jsou pro celkové přežití nejvýznamnějšími faktory 
(70, 71, 72)

, ale 

přetrvává i význam polyploidie (funkce hazardu při nepřítomnosti polyploidie dosahuje 1,47). 

EGF receptor a jeho role u glioblastomu je již několik let cílem nových léčebných postupů 

biologické léčby (např. erlotinib, gefitinib). 

V roce 2011 byla publikována práce, která naše dosavadní dělení na primární a 

sekundární glioblastom na základě klinického obrazu mění a která dělí glioblastomy na 

základě molekulárně genetických charakteristik. Práce vychází z projektu The Cancer 

Genome Atlas, který systematicky vyšetřoval 206 glioblastomů se zaměřením na jednotlivé 

signální cesty a jejich poruchy 
(13, 50, 69)

. Glioblastomy byly rozděleny do čtyř skupin na 

klasický, proneurální, neurální a mesenchymální subtyp glioblastomu. Klasický typ je 

charakterizován amplifikací EGFR a monosomií chromosomu 10, delecí CDKN2A a PTEN, 
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naopak nebývá přítomná mutace TP53 
(69)

. Mesenchymální typ glioblastomu je 

charakterizován mutací či delecí (často homozygotní) genu NF1 (17q11.2), dále mutací TP53, 

delecí CDKN2A 
(73)

. Z dalších nálezů bývá přítomna též mutace PTEN a zvýšená exprese 

MET a CHI3L1. Proneurální typ je charakterizován zvýšenou expresí genu PDGFRA (často 

na podkladě amplifikace tohoto genu) a zároveň mutací IDH1, dále amplifikací CDK4, CDK6 

a méně i MET a PIK3CA. U tohoto typu glioblastomu bývá rovněž často přítomná mutace 

TP53. Vedle vysoké exprese PDGFRA je u tohoto subtypu rovněž vysoká exprese OLIG2 

(oligodendrocyte lineage transcription factor 2 – 21q22.11). Zvýšená exprese OLIG2 vede 

k potlačení inhibičního účinku p21, a tím ke zvýšené proliferaci. Neurální typ glioblastomu se 

odlišuje od ostatních typů tím, že exprimuje neuronové  markery jako NEFL, GABRA1, SYT1 

a SLC12A 
(13, 69, 74)

. Přesto ale pro naše klinické sledování je „starší“ rozdělení na primární a 

sekundární glioblastom výhodnější a lépe reflektuje klinický obraz.  

Tumorigeneze oligodendrogliomů zůstává i nadále nejasná. Za nejvýznamnější nález a 

prognostický parametr  je považována přítomnost delece 1p36 a 19q13.3. Jedná se o poměrně 

časný projev onemocnění a objevuje se pravděpodobně v brzké návaznosti na mutaci IDH1/2 

(26)
. Tato kombinovaná delece je pozitivním ukazatelem pro prognózu přežití, především u 

anaplastických oligodendrogliomů a oligoastrocytomů 
(75-77)

. Nicméně nebyl nalezen žádný 

potenciální tumor-supresorový gen, který by mohl vysvětlit vznik nádoru. Oligodendrogliomy 

mají obecně lepší prognózu, a pacienti mohou přežívat mnoho (10 i více) let od stanovení 

diagnózy. Srovnání funkce přežití v závislosti na přítomnosti delece 1p36 a 19q13.3 vyznívá 

ve prospěch prodloužení celkového přežití při pozitivním nálezu této kombinované delece. 

Nicméně největší význam mají věk, Karnofsky skóre před operací a radikalita resekce. 

V našem souboru tyto parametry svým významem převažují, Kaplan-Meierova analýza 

souboru pacientů s anaplastickým oligodendrogliomem a přítomností delece 1p36 a 19q13.3 

prokázala rozdíl v době přežití jednotlivých skupin, nicméně tento rozdíl byl na hranici 
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statistické významnosti. V našem původním souboru byl výskyt této kombinované delece 

vyšší (81,3 - 87,5%), v současné době dosahuje 72% u oligodendrogliomů a 62% u 

anaplastických oligodendrogliomů 
(59)

. To je o něco méně než v literatuře udávaných cca 75-

80%. Zároveň ale bylo v našem souboru 9 vzorků, kde byl vysledek FISH analýzy negativní 

(3 ve skupině oligodendrogliomů a 6 ve skupině anaplastických oligodendrogliomů 

z celkového počtu 44 vzorků), nelze tedy vyloučit, že vzorek mohl být odebrán ze zdravé 

tkáně. Ve skupině anaplastických oligodendrogliomů byl ale patrný ještě jeden ukazatel. Byla 

jím určitá shoda mezi věkem a výskytem jiných aberací (oproti nálezu 1p/19q a polyploidie). 

Mohlo by to znamenat, že pacienti se stoupajícím věkem mají horší prognózu nejenom díky 

věku samotnému ale rovněž díky přítomnosti těchto jiných aberací (funkce hazardu 3,88) a že 

ke zhoršení stavu těchto pacientů dochází pravděpodobně vlivem rychlejší progrese nádoru 

(podobně jako u glioblastomu). V našich předchozích sděleních jsme uvažovali především o 

vlivu delece CDKN2A na rychlejší progresi oligodendrogliomů, současná data svědčí pro 

všechny další aberace vedle delece 1p/19q (delece CDKN2A, amplifikace EGFR, monosomie 

10, monosomie 9) a pro jejich vliv na celkové přežití 
(59, 78)

. 

Určitou slabinou naší metodiky odběru tkáně v průběhu operace a zpracováním vzorku 

do buněčné suspenze by mohla být skutečnost, že následná FISH analýza není prováděna na 

identickém materiálu jako analýza imunohistochemická.  To by teoreticky mohlo  vést 

k chybnému odběru a tím falešně negativnímu výsledku. Na druhou stranu výtěžnost postupu, 

kdy jsou používány stejné preparáty pro histologickou diagnózu i molekulárně-cytogenetické 

vyšetření je podstatně nižší a vyžaduje složitější a technicky náročnější postup, především je 

nutné vzorky deparafinizovat. Kromě toho je FISH analýza tkáňových řezů limitována horší 

kvalitou mikroskopických preparátů, zvýšeným nespecifickým pozadím a vyšší frekvencí 

falešně pozitivních nálezů spojených se ztátou fluorescenčního signálu (tj. delecí a 

monosomií), která je zapříčiněna seříznutím některých jader na povrchu vzorku. Naopak 
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příprava suspenzí nádorových buněk je velmi jednoduchá a struktura všech buněk v suspenzi 

zůstává zachována. Takto připravené mikroskopické preparáty jsou kvalitní a vhodné pro 

FISH analýzu (cut-off pro detekci monosomií/delecí je maximálně 5%, pro detekci trisomií a 

apmlifikací 2,5%).  Řešením, které snižuje riziko chybného odběru, ale zachovává výhodu 

použití čerstvého materiálu, je odebírání více vzorků z různých míst. Každý odebraný vzorek 

je „rozpůlen“, jedna polovina je odeslána na histologickou analýzu, druhá polovina uložena 

do růstového média a odeslána k FISH analýze. Určitým kompromisem může být dodatečná 

analýza z parafinového řezu tam, kde primární molekulárně-cytogenetická analýza je 

negativní nebo je významný rozpor mezi výsledkem očekávaným a výsledkem získaným.  
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6. Závěry 

Fluorescenční in-situ hybridizace na interfázních jádrech (I-FISH) gliálních nádorů 

mozku je metoda, kterou je možné použít pro diagnostiku chromosomových aberací v těchto 

nádorech.  

1. Ve všech skupinách je věk, Karnofsky skóre před operací a radikalita resekce 

významným parametrem další prognózy pacientů. 

2. Prokázali jsme, že systém odběru, transportu a vyšetření čerstvé tkáně jsou 

proveditelné, získaný materiál hodnotitelný a má významnou vypovídací hodnotu. 

3. I-FISH je vhodným doplňkem imunohistochemické analýzy a umožňuje stanovení 

predikce dalšího vývoje a prognózy pacienta. Upřesňuje tak diagnostiku daného 

onemocnění.  

4. U pacientů s difúzním astrocytomem je přítomnost jiné aberace než polyploidie 

vysoce rizikovým ukazatelem horší prognózy. Tito pacienti jsou sledováni podle 

protokolu odpovídajícím nádorům vyššího grade. 

5. Nejvýznamnějším parametrem u glioblastomu je pozitivní nález polyploidie, 

potvrzuje lepší prognózu těchto pacientů. Nejčastějším nálezem u glioblastomu je 

monosomie chromosomu 10, jedná se o špatný prognostický znak, jeho vzestupný 

výskyt koreluje s věkem pacienta a svědčí pro kratší dobu přežití 

6. U anaplastických oligodendrogliomů a oligostrocytomů je delece 1p36 a 19q13.3 

znakem lepší prognózy, přítomnost jiné aberace je negativním prognostickým 

znakem 

 

V několika případech jsme určili pomocí FISH diagnózu i tam, kde vlastní 

imunohistochemická analýza nevedla k jednoznačnému výsledku. Předpokládáme, že 
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v budoucnu molekulárně-cytogenetická analýza umožní individualizaci sledování a léčby 

pacientů s mozkovými gliomy. 

Náš tým pokračuje s výzkumem gliálních nádorů. Rozšiřujeme diagnostiku těchto 

nádorů o nové markery (např. IDH1 a IDH2, BRAF, methylační analýzu některých genů, 

především MGMT). Zaměřujeme se na skupinu nízkostupňových gliomů, u kterých budeme 

pomocí magnetické rezonanční spektroskopie a pozitronové emisní tomografie hledat v těchto 

nádorech místa s vyšším rizikem maligního zvratu, z těchto suspektních míst stereotakticky 

odebírat vzorky tkáně a těchto vzorků budeme provádět cytogenetickou analýzu a expresní 

profilování s cílem najít rizikový profil těchto nádorů, kde budeme předpokládat dříve 

nastupující upgrading a progresi nádoru do nádorů vyššího grade. V tomto úkolu využijeme i 

poznatky zjištěné a publikované v této práci. 
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8. Obrazová příloha 

 

 

 
 

Obr. 1. Glioblastoma multifome, MRI vyšetření mozku, T1 a T2 vážený obraz 

 

  
 

Obr. 2. Difuzní astrocytom, MRI vyšetření mozku, T1 a T2 vážený obraz  
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Obr. 3. Histologický obraz difuzního astrocytomu, barvení HE 

 

 

 
 

Obr. 4. Glioblastom, histologický obraz, barvení HE 
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Obr. 5. Oligodendrogliom, histologický obraz, barvení HE 
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Obr. 6. Delece RB1 

 

 

 

 

  
 

Obr. 7. Bialelická 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 

 

 

 

 

 

  
 

Obr. 11. Delece 19q13.3 
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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

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, RB1, 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 1st 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 I-FISH were made

from fixed cell suspensions.

Fluorescence in situ hybridization

Dual-colour interphase FISH with LSI and/or CEP DNA

probes (Abbott VysisTM) 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, RB1 and CDKN2A, amplification of

EGFR gene, trisomy of chromosome 7 and monosomy of

chromosome 10. Oligodendroglial tumour samples were

also analysed for detection of the 1p36 and the 19q13

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 1—low-grade tumours;

Group 2—high-grade astrocytic tumours; Group 3—oli-

godendroglial tumours. Group 1 consisted of 20 patients

(21 samples—2 · pilocytic astrocytoma, 1 · gangliogli-

oma, 16 · fibrillary astrocytoma, 2 · gemistocytic astro-

Table 1 Type of chromosomal aberration and adequate DNA probe

Chromosomal aberration DNA probe Label Manufacturer

TP53 deletion LSI� p53 (17p13.1)/CEP� 17 SO/SG Abbott - VysisTM

CDKN2A deletion LSI� p16 (9p21)/CEP� 9

RB1 deletion LSI RB1 (13q14)/LSI� 13qter

1p36 deletion LSI� 1p36/LSI� 1q25

19q13.3 deletion LSI� 19q13/LSI� 19p13

EGFR amplification LSI� EGFR (7p12)/CEP� 7

monosomy 10 CEP� 10/control CEP� probe

SO – orange signal

SG – green signal
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cytoma). The mean age of Group 1 was 35.2 years, there

were 12 men and 8 women. Six patients from this group

died during the follow-up (pt. 5, 12, 15, 17, 18, 19) of

tumour progression, the mean overall survival (OS) in

these six patients was 30 months. All other patients‘ con-

dition remained stable and no tumour upgrading was found

by routine MRI examinations. The mean follow-up was

39.6 months (ranging from 2 to 156 months); the mean

progression-free survival (PFS) was 15.5 months. Group 2

included patients with anaplastic astrocytoma (AA) and

glioblastoma (GBM) (11 anaplastic astrocytomas, 34

glioblastomas), whose mean age was 41.7 years for AAs,

60.7 years for GBMs, with 30 men and 15 women alto-

gether. The mean follow-up of AA patients was

35.8 months (within the range of 3–77 months), six AA

patients died during the follow-up, one of them (pt. 27)

died within a month after the surgery (due to the occur-

rence of a haematoma in post-resection cavity and the

development of severe hemiparesis, second intervention

was performed but the patient’s clinical status remained

unchanged), the mean OS in these six patients was

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

was 8.3 months. The mean follow-up of GBM patients

(Fig. 1) was 9.8 months, ranging from 1 to 27 months, the

mean PFS was 6.4 months, _and the mean OS was

8.7 months (28 patients died). All surviving GBM patients

were younger than 60 years (pt. 36, 46, 52, 55, 57) except

one (pt. 60). Near total or gross total resection was

achieved in all of them. In one secondary GBM patient (pt.

65), severe postoperative oedema developed after the sur-

gery resulting in serious right hemiparesis and dysphasia,

therefore no oncological treatment was recommended.

Group 3 covered 16 patients (4 · oligodendroglioma, 10 ·
anaplastic oligodendroglioma, 2 · anaplastic oligoastro-

cytoma) with the mean age 44.6 years (6 men and 10

women). Around 14 patients are alive, two women die-

d—one of tumour progression and the other of non-onco-

logical disease (16 and 20 months respectively after the

first symptom onset). The mean follow-up was

37.9 months (ranging from 4 to 135 months). Recurrence

or tumour progression occurred in 6 cases (Fig. 2) (pt. 66,

67, 68, 71, 72, 79). The mean time of progression-free

survival in Group 3 was 9.6 months (following the last

surgery). Ten patients live at present without any symp-

toms of progression and/or recurrence of the disease.

Clinical data of the patients are given in Tables 3–6.

Data of I-FISH analysis

Molecular cytogenetic findings are given in Tables 3–6. I-

FISH results in most cases corresponded well with histo-

logical and clinical findings and confirmed the original

diagnosis. Molecular cytogenetic analyses were successful

in 75 samples (91%) and were uninformative in 7 samples.

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 35.2 I

Ganglioglioma 1 II

Fibrillary astrocytoma 16 II

Gemistocytic astrocytoma 2 II

2 Anaplastic astrocytoma 11 41.7 III

Glioblastoma multiforme 34 60.7 IV

3 Oligodendroglioma 4 44.6 II

Anaplastic oligodendroglioma 10 III

Anaplastic oligoastrocytoma 2 III

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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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

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 RB1 and CDKN2A gene was found (pt. 6). This

Fig. 2 Anaplastic

oligodendroglioma, WHO Gr.

III.: (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

pt.

Age at

dg.

Sex Dg. WHO

Gr.

Loc. KFS Resection E Therapy Recurrence or

progression

PFS OS I-FISH results

1 15 M PA I optic

nerve

100 subtotal no WS no 25+ 35+ polyploidy

2 35 M PA I 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)(p13.1), polyploidy

6 27 M FA II TPO 90 parcial no WS yes 4 del(9)(p2l), del(13)(q14),

polyploidy

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

polyploidy

7 21 F FA II 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 II TP 100 parcial yes WS no 13+ 18+ polyploidy

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

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

12 38 M GA II F 0 parcial yes CHT yes 20 38 del(9)(p2l), 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, CC 0 biopsy no RT yes 0 2 del(13)(q14), polyploidy

16 33 M FA II T 100 parcial yes WS no 21+ 56+ del(13)(q14)

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

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

19 29 M FA II 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
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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

RB1 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 RB1 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 CDKN2A in four samples (66, 67, 68, 72), and

the deletion of RB1 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 RB1 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)

Table 4 Clinical data and molecular cytogenetic findings in anaplastic astrocytomas

No of

pt.

Age at

dg.

Sex Dg. WHO

Gr.

Loc. KFS Resection E Therapy Recurrence or

progression

PFS OS I-FISH results

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

22 31 M AA III TP 0 parcial no RT+CHT yes 1 76 polyploidy

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

polyploidy

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

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

polyploidy

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

27 68 M AA III TP 0 subtotal no RT yes 0 13 del(9)(p21) biallelic,

polyploidy

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

29 66 F AA III T 0 parcial no none yes 0 3 del RB1

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

polyploidy

31 58 F AA III 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
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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

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

Table 5 Clinical data and molecular cytogenetic findings in glioblastomas

No of

pt.

Age at

dg.

Sex Dg. WHO

Gr.

Loc. KFS Resection E Therapy Recurrence or

progression

PFS OS I-FISH results

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)(p12), 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)(p12), +7, –10,

polyploidy

41 63 M GBM IV T 0 parcial no RT yes 12 15 +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 +7, –10

45 58 F GBM IV F, CC 0 subtotal no RT yes 4 6 +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 +7, –10, polyploidy

48 40 F GBM IV P 0 subtotal no RT + CHT yes 11 17 amp(7)(p12), –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)(p12), –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)(p12), –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)(p12), –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
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[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 TP53 deletion was observed in only

one case. This finding corresponds to the fact that point

mutation is the main cause of TP53 aberration, rather than

gene deletion [15]. Only RB1 deletion was detected in two

cases and a combined RB1 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

Table 6 Clinical data and molecular cytogenetic findings in oligodendroglial tumours

No of

pt.

Age at

dg.

Sex Dg. WHO

Gr.

Loc. KFS Resection E Therapy Recurrence or

progression

PFS OS I-FISH results

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

del(9)(p21)

67 54 F AO III F 0 parcial no CHT yes 12 16 del(1)(p36), del(19)(q13.3),

del(9)(p21), –10

68 38 M AO III F 100 total yes RT+CHT yes 6 25+ del(1)(p36), del(19)(q13.3),

del(9)(p21), +7, –10

69 38 F AO III CC 100 biopsy no CHT no 18+ 18+ normal

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

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

72 24 M AO III 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 III F 90 total no CHT no 5+ 5+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

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

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

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

77 39 F AOA III F 100 parcial no RT+CHT no 9+ 9+ del(1)(p36)

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

79 31 F 0 II F 100 total yes WS yes 3 79+ del(1)(p36), del(19)(q13.3)

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

81 30 M 0 II 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

(CDKN2A), missing orange

signal, green

signal—centromere of

chromosome 9, LSI� p16

(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
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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

than 45 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.

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

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
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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.

Acknowledgements Supported by grant IGA MZ CR 1A/8237-3.

References

1. Fleury A, Menegoz F, Grosclaude P, Daures JP, Henry-Amar M,

Raverdy N, Schaffer P, Poisson M, Delattre JY (1997) Descrip-

tive epidemiology of cerebral gliomas in France. Cancer

79:1195–1202

2. Wrensch M, Minn Y, Chew T, Bondy M, Berger MS (2002)

Epidemiology of primary brain tumors: current concepts and

review of the literature. Neuro-oncol 4:278–299

3. Kleihues P, Cavenee WK (2000) Pathology and Genetics of

Tumours of the Nervous System. IARC Press, Lyon

4. Giese A, Westphal M (1996) Glioma invasion in the central

nervous system. Neurosurgery 39:235–250

5. Noble M, Mayer-Proschel M (1997) Growth factors, glia and

gliomas. J Neuro-Oncol 35:193–209

6. Bates S, Phillips AC, Clark PA, Stott F, Peters G, Ludwig RL,

Vousden KH (1998) p14ARF links the tumour suppressors RB

and p53. Nature 395:124–125

7. Zhang Y, Xiong Y, Yarbrough WG (1998) ARF promotes

MDM2 degradation and stabilizes p53: ARF-INK4a locus dele-

tion impairs both the Rb and p53 tumor suppression pathways.

Cell 92:725–734

8. Ichimura K, Bolin MB, Goike HM, Schmidt EE, Moshref A,

Collins VP (2000) Deregulation of the p14ARF/MDM2/p53

pathway is a prerequisite for human astrocytic gliomas with G1-S

transition control gene abnormalities. Cancer Res 60:417–424

9. Bigner SH, Wong AJ, Mark J, Muhlbaier LH, Kinzler KW,

Vogelstein B, Bigner DD (1987) Relationship between gene

amplification and chromosomal deviations in malignant human

gliomas. Cancer Genet Cytogenet 29:165–170

10. Nakamura M, Watanabe T, Klangby U, Asker C, Wiman K,

Yonekawa Y, Kleihues P, Ohgaki H (2001) p14ARF deletion and

methylation in genetic pathways to glioblastomas. Brain Pathol

11:159–168

11. Biernat W, Tohma Y, Yonekawa Y, Kleihues P, Ohgaki H (1997)

Alterations of cell cycle regulatory genes in primary (de novo)

and secondary glioblastomas. Acta Neuropathol (Berl) 94:303–

309

12. Rasheed BK, McLendon RE, Herndon JE, Friedman HS, Fried-

man AH, Bigner DD, Bigner SH (1994) Alterations of the TP53

gene in human gliomas. Cancer Res 54(5):1324–1330

13. Kluwe L, Hagel C, Tatagiba M, Thomas S, Stavrou D, Ostertag

H, von Deimling A, Mautner VF (2001) Loss of NF1 alleles

distinguish sporadic from NF1-associated pilocytic astrocytomas.

J Neuropathol Exp Neurol 60:917–920

14. van den Bent MJ, Afra D, de Witte O, Ben Hassel M, Schraub S,

Hoang-Xuan K, Malmstrom PO, Collette L, Pierart M, Mirima-

noff R, Karim AB (2005) EORTC Radiotherapy and Brain Tumor

Groups and the UK Medical Research Council: long-term effi-

cacy of early versus delayed radiotherapy for low-grade astro-

cytoma and oligodendroglioma in adults: the EORTC 22845

randomised trial. Lancet 366(9490):985–990

15. Patt S, Gries H, Giraldo M, Cervos-Navarro J, Martin H, Janisch

W, Brockmoller J (1996) p53 gene mutations in human astrocytic

brain tumors including pilocytic astrocytomas. Hum Pathol

27(6):586–589

16. Reifenberger J, Ring GU, Gies U, Cobbers L, Oberstrass J, An

HX, Niederacher D, Wechsler W, Reifenberger G (1996) Anal-

J Neurooncol (2007) 84:201–211 209

123



ysis of p53 mutation and epidermal growth factor receptor

amplification in recurrent gliomas with malignant progression. J

Neuropathol Exp Neurol 55:822–831

17. Watanabe K, Sato K, Biernat W, Tachibana O, von Ammon K,

Ogata N, Yonekawa Y, Kleihues P, Ohgaki H (1997) Incidence

and timing of p53 mutations during astrocytoma progression in

patients with multiple biopsies. Clin Cancer Res 3:523–530

18. Ueki K, Nishikawa R, Nakazato Y, Hirose T, Hirato J, Funada N,

Fujimaki T, Hojo S, Kubo O, Ide T, Usui M, Ochiai C, Ito S,

Takahashi H, Mukasa A, Asai A, Kirino T (2002) Correlation of

histology and molecular genetic analysis of 1p, 19q, 10q, TP53,

EGFR, CDK4, and CDKN2A in 91 astrocytic and oligoden-

droglial tumors. Clin Cancer Res 8:196–201

19. Jen J, Harper JW, Bigner SH, Bigner DD, Papadopoulos N,

Markowitz S, Willson JK, Kinzler KW, Vogelstein B (1994)

Deletion of p16 and p15 genes in brain tumors. Cancer Res

54:6353–6358

20. Ueki K, Ono Y, Henson JW, Efird JT, von Deimling A, Louis DN

(1996) CDKN2/p16 or RB alterations occur in the majority of

glioblastomas and are inversely correlated. Cancer Res 56:150–

153

21. Grafstrom E, Egyhazi S, Ringborg U, Hansson J, Platz A (2005)

Biallelic deletions in INK4 in cutaneous melanoma are common

and associated with decreased survival. Clin Cancer Res

11(8):2991–2997

22. Hu N, Wang C, Su H, Li WJ, Emmert-Buck MR, Li G, Roth MJ,

Tang ZZ, Lu N, Giffen C, Albert PS, Taylor PR, Goldstein AM

(2004) High frequency of CDKN2A alterations in esophageal

squamous cell carcinoma from a high-risk Chinese population.

Genes Chromosomes Cancer 39(3):205–216

23. Thompson PM, Maris JM, Hogarty MD, Seeger RC, Reynolds

CP, Brodeur GM, White PS (2001) Homozygous deletion of

CDKN2A (p16INK4a/p14ARF) but not within 1p36 or at other

tumor suppressor loci in neuroblastoma. Cancer Res 61(2):679–

686

24. Maehama T, Dixon JE (1998) The tumor suppressor, PTEN/

MMAC1, dephosphorylates the lipid second messenger, phos-

phatidylinositol 3,4,5-trisphosphate. J Biol Chem 273(22):13375–

13378

25. Tohma Y, Gratas C, Biernat W, Peraud A, Fukuda M, Yonekawa

Y, Kleihues P, Ohgaki H (1998) PTEN (MMAC1) mutations are

frequent in primary glioblastomas (de novo) but not in secondary

glioblastomas. J Neuropathol Exp Neurol 57(7):684–689

26. Fujisawa H, Reis RM, Nakamura M, Colella S, Yonekawa Y,

Kleihues P, Ohgaki H (2000) Loss of heterozygosity on chro-

mosome 10 is more extensive in primary (de novo) than in sec-

ondary glioblastomas. Lab Invest 80(1):65–72

27. Esteller M, Garcia-Foncillas J, Andion E, Goodman SN, Hidalgo

OF, Vanaclocha V, Baylin SB, Herman JG (2001) Inactivation of

the DNA-repair gene MGMT and the clinical response of gliomas

to alkylating agents. N Engl J Med 2000; 343:1350–1354. Erra-

tum in: N Engl J Med 344:686–688

28. Hegi ME, Diserens AC, Gorlia T, Hamou MF, de Tribolet N,

Weller M, Kros JM, Hainfellner JA, Mason W, Mariani L,

Bromberg JE, Hau P, Mirimanoff RO, Cairncross JG, Janzer RC,

Stupp R (2005) MGMT gene silencing and benefit from tem-

ozolomide in glioblastoma. N Engl J Med 352(10):997–1003

29. Stupp R, Mason WP, van den Bent MJ, Weller M, Fisher B,

Taphoorn MJ, Belanger K, Brandes AA, Marosi C, Bogdahn U,

Curschmann J, Janzer RC, Ludwin SK, Gorlia T, Allgeier A,

Lacombe D, Cairncross JG, Eisenhauer E, Mirimanoff RO (2005)

European Organisation for Research and Treatment of Cancer

Brain Tumor and Radiotherapy Groups; National Cancer Institute

of Canada Clinical Trials Group: radiotherapy plus concomitant

and adjuvant temozolomide for glioblastoma. N Engl J Med

352(10):987–996

30. Libermann TA, Nusbaum HR, Razon N, Kris R, Lax I, Soreq H,

Whittle N, Waterfield MD, Ullrich A, Schlessinger J (1985)

Amplification, enhanced expression and possible rearrangement

of EGF receptor gene in primary human brain tumours of glial

origin. Nature 313(5998):144–147

31. Chaffanet M, Chauvin C, Laine M, Berger F, Chedin M, Rost N,

Nissou MF, Benabid AL (1992) EGF receptor amplification and

expression in human brain tumours. Eur J Cancer 28:11–17

32. Nishikawa R, Ji XD, Harmon RC, Lazar CS, Gill GN, Cavenee

WK, Huang HJ (1994) A mutant epidermal growth factor

receptor common in human glioma confers enhanced tumorige-

nicity. Proc Natl Acad Sci U S A 91:7727–7731

33. Ekstrand AJ, Longo N, Hamid ML, Olson JJ, Liu L, Collins VP,

James CD (1994) Functional characterization of an EGF receptor

with a truncated extracellular domain expressed in glioblastomas

with EGFR gene amplification. Oncogene 9:2313–2320

34. Watanabe K, Tachibana O, Sata K, Yonekawa Y, Kleihues P,

Ohgaki H (1996) Overexpression of the EGF receptor and p53

mutations are mutually exclusive in the evolution of primary and

secondary glioblastomas. Brain Pathol 6:217–223, discussion 23–

24

35. Reifenberger G, Ichimura K, Reifenberger J, Elkahloun AG,

Meltzer PS, Collins VP (1996) Refined mapping of 12q13-q15

amplicons in human malignant gliomas suggests CDK4/SAS and

MDM2 as independent amplification targets. Cancer Res

56:5141–5145

36. Reifenberger J, Reifenberger G, Liu L, James CD, Wechsler W,

Collins VP (1994) Molecular genetic analysis of oligodendroglial

tumors shows preferential allelic deletions on 19q and 1p. Am J

Pathol 145:1175–1190

37. Alonso ME, Bello MJ, Lomas J, Gonzalez-Gomez P, Arjona D,

De Campos JM, Gutierrez M, Isla A, Vaquero J, Rey JA (2001)

Absence of mutation of the p73 gene in astrocytic neoplasms. Int

J Oncol 19:609–612

38. Mai M, Huang H, Reed C, Qian C, Smith JS, Alderete B, Jenkins

R, Smith DI, Liu W (1998) Genomic organization and mutation

analysis of p73 in oligodendrogliomas with chromosome 1 p-arm

deletions. Genomics 51:359–363

39. Smith JS, Tachibana I, Lee HK, Qian J, Pohl U, Mohrenweiser

HW, Borell TJ, Hosek SM, Soderberg CL, von Deimling A, Perry

A, Scheithauer BW, Louis DN, Jenkins RB (2000) Mapping of

the chromosome 19 q-arm glioma tumor suppressor gene using

fluorescence in situ hybridization and novel microsatellite

markers. Genes Chromosomes Cancer 29:16–25

40. Smith JS, Tachibana I, Pohl U, Lee HK, Thanarajasingam U,

Portier BP, Ueki K, Ramaswamy S, Billings SJ, Mohrenweiser

HW, Louis DN, Jenkins RB (2000) A transcript map of the

chromosome 19q-arm glioma tumor suppressor region. Genomics

64:44–50

41. Mukasa A, Ueki K, Matsumoto S, Tsutsumi S, Nishikawa R,

Fujimaki T, Asai A, Kirino T, Aburatani H (2002) Distinction in

gene expression profiles of oligodendrogliomas with and without

allelic loss of 1p. Oncogene 21:3961–3968

42. Kraus JA, Koopmann J, Kaskel P, Maintz D, Brandner S, Sch-

ramm J, Louis DN, Wiestler OD, von Deimling A (1995) Shared

allelic losses on chromosomes 1p and 19q suggest a common

origin of oligodendroglioma and oligoastrocytoma. J Neuropathol

Exp Neurol 54:91–95

43. Zemanova Z, Kramar F, Babicka L, Ransdorfova S, Meli-

chercikova J, Hrabal P, Kozler P, Michalova K (2006) Molecular

cytogenetic stratification of recurrent oligodendrogliomas: utility

of interphase fluorescence in situ hybridization (I-FISH). Folia

Biol 52(3):71–8

44. Cairncross JG, Ueki K, Zlatescu MC, Lisle DK, Finkelstein DM,

Hammond RR, Silver JS, Stark PC, Macdonald DR, Ino Y,

Ramsay DA, Louis DN (1998) Specific genetic predictors of

210 J Neurooncol (2007) 84:201–211

123



chemotherapeutic response and survival in patients with ana-

plastic oligodendrogliomas. J Natl Cancer Inst 90:1473–1479

45. Cairncross G, Berkey B, Shaw E, Jenkins R, Scheithauer B,

Brachman D, Buckner J, Fink K, Souhami L, Laperierre N,

Mehta M, Curran W (2006) Phase III trial of chemotherapy plus

radiotherapy compared with radiotherapy alone for pure and

mixed anaplastic oligodendroglioma: intergroup radiation therapy

oncology group trial 9402. J Clin Oncol 24(18):2707–2714

46. van den Bent MJ, Carpentier AF, Brandes AA, Sanson M,

Taphoorn MJ, Bernsen HJ, Frenay M, Tijssen CC, Grisold W,

Sipos L, Haaxma-Reiche H, Kros JM, van Kouwenhoven MC,

Vecht CJ, Allgeier A, Lacombe D, Gorlia T (2006) Adjuvant

procarbazine, lomustine, and vincristine improves progression-

free survival but not overall survival in newly diagnosed ana-

plastic oligodendrogliomas and oligoastrocytomas: A randomized

European organisation for research and treatment of cancer phase

III trial. J Clin Oncol 24(18):2715–2722

47. Gilbert MR, Lang FF (2006) Anaplastic oligodendroglial tumors:

a tale of two trials. J Clin Oncol 24(18):2689–2690

J Neurooncol (2007) 84:201–211 211

123



































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,

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 II 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-
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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 III, 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 (RB1), 10q23 (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-III) admitted to the Department
of Neurosurgery of the 1st 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.
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type of diffuse glioma subtype WHO grade chromosomal aberrations

astrocytoma diffuse astrocytoma II deletion/mutation of p53 gene, aneuploidy

anaplastic astrocytoma III deletion of p53 gene, deletion of p16 gene, deletion of
RB1 gene, aneuploidy

glioblastoma multiforme
– primary

IV amplification of EGFR gene, deletion of p16 gene,
deletion of RB1 gene, monosomy 10,
aneuploidy

glioblastoma multiforme –
secondary

IV deletion of p53 gene, deletion of p16 gene, deletion of
RB1 gene, monosomy 10, aneuploidy

oligodendroglioma low-grade oligodendroglioma II deletion of 19q13.3, deletion of 1p36, aneuploidy

anaplastic oligodendroglioma III deletion of 19q13.3 / deletion of 1p36, aneuploidy
(combined deletions are markers of good prognosis)

Table 1. Specific chromosomal aberrations in diferent subtypes of diffuse gliomas
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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
LSI 1p36/1q25 and LSI 19q13/19p13 dual-colour probe
set for detection of the 1p36 deletion (spectrum green-
labelled 1q25 control probe and spectrum orange-
labelled 1p36 test probe) and the 19q13 deletion
(spectrum green-labelled 19p13 control probe and spec-
trum orange-labelled 19q13 test probe). In some cases
probes for detection of deletion of RB1 and/or p16
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, Göttingen, 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 200–400 ng Spectrum Green tumour
DNA and 200 ng Spectrum Red normal reference DNA
(Abbott-Vysis) were ethanol-precipitated together with
10 µg 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 74ºC, 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.
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CEP – chromosome enumeration probe (centromeric, α satellite); LSI – locus-specific; SO – Spectrum Orange; SG –
Spectrum Green

Chromosome aberration DNA probe mix labelling

deletion of p16 (CDKN2A) LSI® p16 (9p21) / CEP® 9 

SO /SG

deletion of RB1 LSI® RB1 (13q14) / LSI® 13qter

deletion of 1p36 LSI® 1p36 / LSI® 1q25

deletion of 19q13.3 LSI® 19q13/ LSI® 19p13

amplification of EGFR LSI® EGFR / CEP® 7 

monosomy 10 CEP® 10 / control CEP® probe

Table 2.  DNA probes for I-FISH (Abbott Vysis)
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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 1a, 1b). Besides
1p36/19q13 deletions, additional genetic alterations
typical for high-grade glioma were detected in six of
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Pat.

No.

Age at

dg

(years)

Sex dg WHO

grade

Locali-

zation

KFS Resection Ki-67

index

(%)

Necrosis Chemotherapy Radio-

therapy

Reccurence

or progressi-

on

PFS

(mo)

OS

(mo)

1 36 M AO III F 100 total 3.0 no PCV no yes 25 78+

2 54 F AO III F 0 partial nd yes temozolomide no yes 12 16

3 38 M AO III F 100 total 20.0 no PCV no yes 6 25+

4 38 F AO III CC 100 biopsy nd yes PCV no no 18+ 18+

5 59 M AO III PT 100 partial nd no temozolomide no no 13+ 13+

6 52 F AO III PT 100 partial nd no PCV no yes 10 21+

7 24 M AO III F 100 total 5.0 no PCV yes yes 30 58+ 

8 69 F AO III F 90 total nd yes PCV no no 5+ 5+

9 62 F AO III F 90 partial nd no PCV no no 4+ 4+

10 30 M AO III F 100 partial nd yes PCV yes yes 111 135+

11 24 F AOA III F 100 total nd no PCV no yes 54 63+

12 39 F AOA III F 100 partial 10.0 yes temozolomide yes no 9+ 9+

13 56 F O II F 0 partial 0.5 no WS no yes 11 20

14 31 F O II F 100 total 5.0 no WS no yes 47 79+

15 54 F O II F 100 biopsy 15.0 no WS no yes 28 53+

16 30 M O II F 100 total 0.5 no WS no no 4+ 4+

Table 3. Clinical data of patients

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

Pat.

No.

Deletion

1p36

Deletion

19q13.3

Polysomy 7 /

EGFR amplification

Monosomy 9 /

deletion CDKN2A

Deletion

RB1

Monosomy

10

CGH

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

Table 4. Molecular cytogenetic findings
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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
1q25 (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. (c) 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)].

(a) (b)

(c)

(d)

Zemanova.qxp  4.8.2006  7:19  Stránka 75



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 RB1 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, CDKN2A), deletion of
the 13q14 region (RB1), 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
(PFS) 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 III). CDKN2A,
a tumour suppressor gene on chromosome 9p21 encod-
ing the p16 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 p16 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 10q23.3 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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