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Abstrakt

Mozkové gliomy jsou heterogenni skupina nadort riznych histologickych subtypt, které se lisi
malignim potencialem, odpovédi na 1écbu a celkovym piezitim nemocnych. Jejich diftzni
charakter neumoziuje kompletni chirurgické odstranéni, a proto dochazi k malignimu zvratu ¢i
k recidivé tumoru. Nedavné studie recidivujicich gliomti poukédzaly na kumulaci dalSich
genetickych a epigenetickych aberaci, jejichz povaha, frekvence a tiloha v patogenezi naddoru
zatim neni dostatecné prostudovana. V této studii bylo vyuzito molekularné cytogenomickych
metod (aCGH/SNP, I-FISH a MLPA) pro porovnani genetickych profili primarnich a
recidivujicich gliomli u 26 nemocnych s viceCetnymi resekcemi v prubéhu onemocnéni. Zv1ast
byly analyzovany tfi skupiny dle subtypu nadoru pii diagnéze — astrocytomy,
oligodendrogliomy a primarni glioblastomy. Diplomové prace piedlozila porovnéani
genomovych profilt diagnostickych vzorki a vzorkil z opakovanych odbérii pro kazdou ze tii
skupin. Pro nejpocetnéjsi skupinu — nemocni s astrocytomy — byly charakterizovany kandidatni
aberace s potencidlnim vztahem k progresi onemocnéni. Patfily mezi n¢ zisky a ztraty na
chromozomech 5, 9, 11, 13, 15, 16 a 22. Diky ziskanym datim byla provedena analyza
klonalniho vyvoje. Lineérni typ evoluce byl primarnim typem evoluce v oligodendrogliomech.
Astrocytomy a primarni glioblastomy dominovaly divergentni evoluci nddorovych subkloni.
Sledovani klonalniho vyvoje difiznich gliomi pfi jejich progresi je dulezité pro lepsi pochopeni
patogeneze a maligniho vyvoje téchto nadorti. Uréeni aberaci spojenych s progresi nddoru by

mohlo pfispét k vyvoji cilené 1écby.

Kli¢ova slova: difuzni gliomy, astrocytom, oligodendrogliom, primarni glioblastom, genetické

aberace, epigenetické aberace, progrese tumoru



Abstract

Cerebral gliomas are a heterogeneous group of tumours of different histological subtypes,
which differ in malignant potential, response to treatment and overall survival of patients. Their
diffuse nature does not allow for complete surgical removal and therefore malignant relapse, or
tumour recurrence occurs. Recent studies of recurrent gliomas have highlighted the
accumulation of other genetic and epigenetic aberrations whose nature, frequency and role in
tumour pathogenesis have not yet been sufficiently studied. In this study, molecular
cytogenomic methods (aCGH/SNP, I-FISH and MLPA) were used to compare the genetic
profiles of primary and recurrent gliomas in 26 patients with multiple resections during the
course of the disease. Three groups were analysed according to tumour subtype at diagnosis:
astrocytomas, oligodendrogliomas, and primary glioblastomas. The thesis presented a
comparison of the genomic profiles of diagnostic and repeat samples for each of the three
groups. Candidate aberrations with a potential relationship to disease progression were
characterized for the largest group - patients with astrocytomas. These included gains and losses
on chromosomes 5, 9, 11, 13, 15, 16 and 22. With the data obtained, a clonal evolution analysis
was performed. Linear type of evolution was the primary type of evolution in
oligodendrogliomas. Astrocytomas and primary glioblastomas were dominated by divergent
evolution of tumour subclones. Monitoring the clonal development of diffuse gliomas as they
progress is important for a better understanding of the pathogenesis and malignant development
of these tumours. Identification of aberrations associated with tumour progression could

contribute to the development of targeted therapies.

Keywords: diffuse glioma, astrocytoma, oligodendroglioma, primary glioblastoma, genetic

aberrations, epigenetic aberrations, tumour progression
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1. Uvod

Gliomy jsou mozkové nadory odvozené z astrocytli, oligodendrocytli a jejich prekurzori,
jejichz incidence se pohybuje mezi 4 - 5 ptipady na 100 000 obyvatel. Jsou nejcastéjSimi
primdrnimi nadory centralni nervové soustavy (CNS) u lidi, pfedstavujic 81 % vSech
zhoubnych mozkovych nadord (Ostrom et al. 2014). Vznikaji neoplastickou transformaci
glidlnich bun€k a vyznacuji se svou vysokou proliferacni aktivitou a invazivitou (Lakomy,
Kazda, a Slampa 2018). Jedna se o heterogenni skupinu nadori riiznych histologickych

subtypil. Lisi se malignim potencialem, odpovédi na 1é€bu a celkovym pfezitim nemocnych.

Klasifikace nddort CNS je publikovéna Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO). Paté
vydani WHO klasifikace z roku 2021 ptineslo velké zmény, které ukotvuji vyznam molekularni
diagnostiky. Vznikla tak potieba integrované diagnostiky spojujici histologickou a molekularné
cytogenomickou analyzu. RozliSuje nddory dospélych do tifi typia - astrocytomy,
oligodendrogliomy a glioblastomy. Kazdy typ je charakterizovan morfologickymi a také

genetickymi a epigenetickymi znaky urcujici stupen (grade) malignity (Louis et al. 2021).

Diftizni gliomy u dospélych tvoii sice pouhé 2 % vSech nové diagnostikovanych nadorovych
onemocnéni, nicméné jsou asociovany s vysokou mortalitou a morbiditou (Molinaro et al.
2019). Pres velké pokroky v diagnostice a 1écbé dochdzi casto k recidivam, které jsou
asociovany se $patnou prognézou. Vzhledem k difiznimu charakteru riistu gliomd se nedafi
chirurgicky odstranit v§echny gliomové bunky. To vede ke vzniku rekurentnich 1¢ézi a progresi
onemocnéni. Neddvné studie potvrdily pfitomnost rozdilnych subklondlnich genetickych a
epigenetickych zmén mezi primarnimi a recidivujicimi nddory (Johnson et al. 2014; J. Kim et
al. 2015; Mazor et al. 2015). Proto je velmi dulezité sledovat genetickou vybavu recidivujicich
gliomd a studovat genetické a epigenetické zmény, coz piispéje k lepSimu pochopeni

patogeneze onemocnéni.



2. Piehled literatury

Difuzni gliomy jsou nejéast&j§i tumory CNS dospélych (Ostrom et al. 2014). V Ceské
republice ro¢ni je jejich ro¢ni incidence okolo 7 az 8 ptipad na 100 000. Mortalita je vysoka a
preziti pacientii podle Narodniho onkologického registru vyrazné klesa béhem prvniho roku od
stanoveni diagndzy (Lakomy et al. 2018). K tomu pfispiva rychlost expanze tumoru, ktera se
primérné uvadi na 3,5 — 4,9 mm/rok pro gliomy druhého stupné (Pallud et al. 2010). Primérna
doba preziti nejagresivnéjsiho typu gliomu (glioblastom, grade 4) dosahuje pouhych 14,6

mesicl od prvotni diagnézy (Bao et al. 2021).

Jelikoz se gliomy mohou vznikat jak z astrocytll, tak z oligodendrocytti, je nutné tyto subtypy
odliSovat vzhledem k jejich vyznamné odlisné odpovédi na 1é€bu (Zemanova et al. 2006).
V poslednich tficeti letech se objevily cytogenetické a molekularni studie, které identifikovaly
zakladni genetické aberace vznikajici béhem tumorigeneze a progrese gliomd a pomohly tak
vytvorit presnéjsi klasifikaci. Mezi klinicky nejvyznamnéjsi aberace se fadi chromozomové
delece, aberantn¢ aktivované bunécné signdlni drahy nebo ztraty tumor supresorovych geni.
Kombinace specifickych genetickych aberaci charakterizuji subtypy difGznich glioml a

predurcuji tak prognozu pacienta (Zemanova et al. 2006).

VétSina pripadt gliomt u dospélych vznikéd sporadicky, nicméné existuji vzacné familiarni
nadorové syndromy spojené s gliomagenezi. Radi se mezi né naptiklad neurofibromatéza I.
typu, Turcotiiv syndrom, Li-Fraumeniho syndrom, Lynchiv syndrom a dalsi (Rice et al. 2016).
Syndromy jsou nejcastéji charakterizovany mutacemi se ztratou funkce (tzv. loss-of-function)
u tumor-supresorovych gentd. Ty mohou vznikat de novo anebo mohou byt dédény
s autosomalné recesivni nebo dominantni dédicnosti (Ostrom et al. 2019). U 5-10% pacientl
se sporadickymi gliomy byla prokdzana rodinna historie mozkovych nadora. Nejblizsi ptibuzni
pacientl s gliomy tak maji dvakrat vyssi riziko vyvoje primarniho mozkového ndadoru
(Molinaro et al. 2019). Ioniza¢ni zafeni je zatim jedinym dobife validovanym rizikovym

faktorem pro vyvoj gliomi (Ostrom et al. 2019).

Stratifikace gliomi

Standardni postup pro stanoveni diagnézy primarnich naddort CNS nevyuzivé tradicni TNM

systém klasifikace a tradi€né je zaloZen na histologickych znacich. Pfitomnost rekurentnich
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chromozomovych aberaci nicméné naznacuje jejich vyznamnou roli v klasifikaci difuznich
gliomt. To je hlavni diivod pro zavedeni genetickych parametrti jako vyznamnych ukazatelii

pro grading a stanoveni progn6zy onemocnéni (Louis et al. 2021).

Podle Louis et al. (2021), posledni vydani klasifikace nadort CNS Svétové zdravotnické
organizace (WHO CNS5) rozlisuje tii typy difuznich glioma u dospé€lych, jak ukazuje Tab. 1.
Prognostické skupiny jsou definovany dle nalezli rekurentnich aberaci: astrocytom, /DH-
mutovany; oligodendrogliom, /DH-mutovany s kombinovanou deleci 1p/19q a glioblastom,
IDH-wildtype. Toto rozdéleni znacné zjednodusilo diive pouzivanou klasifikaci (verze z roku

2016), kde byly tyto nadory rozdéleny do patnécti skupin (Louis et al. 2016).

Nazev typu CNS WHO Grade
Astrocytom, /DH-mutantni 2,3,4
Oligodendrogliom, /DH-mutantni s kodeleci 1p/19q 23
Glioblastom, IDH-wildtype 4

Tabulka 1: CNS WHO grading typt difiznich gliomi dospélych. Pievzato z Louis et al. (2021)

Grading neboli stupniovani glioml je dileZity prognosticky a prediktivni udaj, ktery urcuje
diferencovanost (vyzralost) nadoru (Petruzelka a Konopasek 2003) a piedstavuje nastroj
predikce chovani nadoru (Lakomy et al. 2018). Gliomy mohou mit pfifazen grade
(stupenl) 1 az 4. Gliomy prvniho stupné¢ jsou povaZovany za nadory benigni, jelikoz je mozné
jejich kompletni chirurgické odstranéni. V minulych vydani klasifikaci CNS byly k oznaceni
stupné¢ malignity uzivany fimské Cislice (I-1V), WHO CNSS5 naopak preferuje uzivani
arabskych Cislic zdivodu nebezpeci zdmény pii formalnim pisemném vyjadiovani.

Neodhalena topograficka chyba by mohla nést vyznamné klinické nésledky (Louis et al. 2021).

Urceni stupné nadoru provadi histologicko-patologickd laboratof na parafinovych tfezech
z resekci mozkové tkané pomoci barvici techniky hematoxylin-eozinovym barvivem (HE).

Odbornici pti ur€ovani stupné diftznich glioml vychézi z informaci o:

e celularité tkané,

e pfitomnosti nukledrni atypie, tzn. tvarové a velikostni variability bunék ¢i jader,
hyperchromazie jader (jadra vypadaji tmavsi nez obvykle po barveni HE),

e anaplazii neboli ztraté diferenciace,

e pfitomnosti mikrovaskularnich proliferatt a nekroz
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e asignifikantni mitotické aktivite.

Difuzni gliomy druhého stupné (G2) se vyznacuji cytonukledrni atypii v tkani nadoru.
Ptitomnost hypercelularity, anaplazie a mitotické aktivity je typicka pro gliomy tfetiho stupné
(G3) aléze ctvrtého stupné (G4) soucasné vykazuji nekrézu a/nebo mikrovaskularni proliferaty
(Lakomy et al. 2018). Histologicko-patologicka pracovisté¢ dokazi vysetfit také molekularni
alterace pomoci imunohistochemické detekce. Touto metodou lze detekovat naptiklad bodovou

mutaci genu pro izocitrat dehydrogenazu IDHI (R182H) ¢i ztratu jaderné exprese genu ATRX.

Ze znacné heterogenity morfologicky obdobnych néadorti vychézi nutnost komplexni
diagnostiky (Lakomy et al. 2018). Koncept integrované diagnostiky byl zaveden jiz v minulém
vydani WHO klasifikace. WHO CNS5 tento koncept rozsifila a prohloubila dilezitost
zaCleniovani molekularnich parametri. Diky molekuldrnim parametrim se diagnéza stava
presnéjsi, jelikoz miize zménit stupeil nadoru, ktery se histologicky jevi jako jiny, obvykle nizsi
stupen (Jirasek et al. 2022). Diagnosticky algoritmus ukazuje Tab. 2. Po chirurgické resekci
nadoru je vzorek tkané odeslan k histologickému a imunohistochemickému vysSetieni. Poté
nasleduje izolace DNA z tkdn¢ a molekularni vySetfeni biomarkerti, které umoziuje uréeni
subtypu a stupné nadoru. Pro diagnézu glioblastomu ¢tvrtého stupné staci nasledujici ukazatele:
tkan se histologicky podoba glioblastomu (znaky nekrozy a mikrovaskularni proliferace), faktor
ATRX je ptitomen a gen IDHI nevykazuje bodovou mutaci. Ve vSech ostatnich ptipadech, kdy
imunohistochemie neprokaze zakladni bodovou mutaci genu /IDHI, je doporuceno provadet
vySetfeni mutaci jinymi metodami. V pifipadé, Ze nador IDHI-wildtype nevykazuje
histologické znamky glioblastomu, je doporuceno vySetfeni zakladnich molekularnich
charakteristik glioblastomu: amplifikace genu EGFR, mutace promotoru genu 7ERT, trizomie
chromozomu 7 a monozomie chromozomu 10. Dal§imi dileZitymi markery pro kategorizaci
difuznich gliomt jsou homozygotni delece CDK2NA/B lokusu, kodelece kratkého ramena
chromozomu 1 a dlouhého ramena chromozomu 19 (kodelece 1p/19q) a stav metylace
promotoru genu MGMT (Weller et al. 2021). VSem zakladnim biomarkerim se bude prace

vénovat podrobnéji v nasledujicich kapitolach.
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[ Difuzni gliom ]

Histologie
IDH status | IDH-mutovany | | IDH-mutovany | | IDH - wildtype |
ATRX |Fm;$| | 2tréta ATRX | ATRXzachovan |
W‘ 1p/19q ‘
1p/19q . kodelece | | intaktni |
(" CDKN2A/B | ( Homozygotni |
CDKN2A/B ‘ zachovan ‘ ‘ delece CDKN2A/B ‘
—W‘ . Nekroza
TERT/EGFR | mutovany | TERT mutovany, | ::\r;ib"
EGFR amplifikovany
+7/-10
+7/-10 \ /
MGMT
promotor
Integrovana Oligodendrogliom Astrocytom Astrocytom Glioblastom
diagnodza IDH-mutovany IDH-mutovany IDH-mutovany IDH - wt
Grade 2, 3 Grade 2,3 Grade 4 Grade 4
| Metylace promotoru MGMT |

Tabulka 2: Schéma integrovaného postupu diagnézy difiznich gliomi. MVP = mikrovaskularni proliferace.

Prevzato a upraveno dle Weller et al. (2021).

Oligodendrogliomy

Oligodendrogliomy jsou odvozeny z populaci oligodendroglidlnich bun¢k a jsou to nejméné
casté formy difiznich gliomG u dospélych. Dle recentni statistické studie zabyvajici se
malignitami mozku diagnostikovanymi mezi lety 2015 a 2019, kterou provedl registr nadori
mozku Spojenych stati americkych (The Central Brain Tumor Registry of the United States,
CBTRUSY), je v severoamerické populaci incidence oligodendrogliomt s 1p/19q kodeleci 0,29
na 100 000 obyvatel (Ostrom et al. 2022). Mediédn pieziti nemocnych s oligodendrogliomy je
diky standardizované péci a lepsi progndze tohoto nadorového subtypu mezi 12 a 14 lety. Diive
¢1 pozdéji dochazi k maligni progresi do vysSich stupnd, coZ je pro pacienty vzdy fatalni
(Wesseling et al. 2015). Japonsky registr mozkovych neoplézii uvadi jako prvotni symptomy
asociované s oligodendrogliomy v 50% ptipadi zachvaty, fokalni symptomy v 17% piipadl a
subjektivni symptomy, jako jsou bolesti hlavy, ve 23% ptipadii (Brain Tumor Registry of Japan
2017).
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Histologicky jsou oligodendrogliomy charakterizované kulatymi jadry a jasnou cytoplazmou
(Ichimura et al. 2015). Diky artefaktu zpiisobeném fixaci tkan¢ ve formalinu se v perinuklearni
oblasti vytvari tzv. svatozare (angl. perinuclear halo) neboli projasnéni, které lze vidéct
na Obr. 1. Diky svym vlastnostem tvofi nddorova tkan rovnomérné rozprostiené bunky
pfipominajici vceli plastve. Mezi dalsi Casté, ale nespecifické histologické znaky, se fadi
shlukovani bunék okolo tél neuronii a malych krevnich cév pod mékkou mozkovou plenou
(omozec¢nici) na periferii tumoru, rozséhla kalcifikace a jemna sit’ vétvicich se kapilar (Lakomy
et al. 2018; Wesseling et al. 2015). Oligodendrogliomy mohou byt charakterizovany stupni dva
nebo tfi. Pro tieti stupen je potieba, aby nadorové buiniky obsahovaly mutace v genu /DH a
zaroven kodeleci 1p/19q. Dale musi tkan vykazovat endotelidlni proliferaci, zvySenou

mitotickou aktivitu a nekrozu (Bent et al. 2017).

Obrazek 1: Rovnomérné rozprostirené buiiky oligodendrogliomu pripominajici véeli plastev. Nadorové
buiiky maji kulaté jadra a projasnéni ptipominajici volské oko. Sipka ukazuje vétvici se kapilary. Zvétseni x200,
barveno hematoxylinem. Pfevzato z Wesseling et al. (2015).

Primarnim molekuldrnim znakem je delece jak kratkého ramena chromozomu 1, tak dlouhého
ramena chromozomu 19 (kodelece 1p/19q). DalSimi typickymi zménami je metylace promotoru
genu pro O6-metylaguanin-DNA-metyltransferazy (MGMT) a mutace v genech pro izocitrat
dehydrogendzu IDHI a 2, telomerazu (TERT) a pro regulator transkripce ATRX. U nemocnych
s oligodendrogliomy a kodeleci 1p/19q bylo popséno i n€kolik dalSich genovych mutaci. Mezi
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né se fadi geny CIC, NOTCHI a FUBPI (Louis et al. 2021). Mutace v CIC a FUBP1 zpusobi
produkci inaktivnich proteind. Homolog drosofiiliho genu capicua (CIC) lezi na dlouhém
raménku 19q a exprimovany protein je zapojen do signalizace tyrozin kindzovych receptort.
Gen FUBPI (,far upstream element® vazebny protein) je lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 1. Protein FUBP1 se vaze na jednofetézcovou DNA znamého onkogenu MYC a
absence jeho aktivity vede k aktivaci onkogenu (Bettegowda et al. 2011). Notch protein
kodovany genem NOTCHI je receptor zapojeny do konzervované signalizani drahy casto
asociované s maligni transformaci (Bray 2006). V gliomech vysSich stupni je zvySend exprese

tohoto proteinu (Yi et al. 2019).

Astrocytomy

Astrocytarni nadory jsou spolecné s glioblastomy nejcastejSimi mozkovymi naddory u dospélych
jedincu citajici az 78 % vsech gliomi (Ostrom et al. 2022). Primarné se vyskytuji u mladych
dospé€lych. Primérny vék pacientli s diagnostikovanymi astrocytomy je 36 let. Difuzné
infiltrujici astrocytomy se daji povazovat za fatdlni maligni neopldzie nezéavisle na stupni
malignity vzhledem k nevyhnutelné recidivé a maligni progresi do vysSich stupiii vcetné
glioblastomu. Nevyhnutelnost recidivy je zpisobena nemoznosti kompletni chirurgické resekce
(Ichimura et al. 2015). Mezi prvotni symptomy se pro astrocytomy uvadi zachvaty ve 40 %
ptipadi, intrakranialni tlak v 5 % ptipadd a fokalni symptomy ve 22 % ptipadl (Brain Tumor

Registry of Japan 2017).

Astrocytom se pod mikroskopem jevi jako hypercelularni oblast mozku ¢i michy smiSené
s nddorovymi bunikami, které dale tvoii sekundarni struktury okolo neuronti a krevnich cév, jak
ukazuje Obr. 2. Jadra nddorovych bunék jsou protdhnuta a uhlova a jejich cytoplasma je
fibrilarni a eosinofilni. Vaskularni proliferace a nekréza se u astrocytomili neprojevuje.
Zé4sadnim rozdilem mezi druhym a tietim stupném je nélez mitotické aktivity v nddorové tkani

(Ichimura et al. 2015).
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Obrazek 2: a. Astrocytom WHO grade 2, sekundarni struktura nddorovych bunék shlukujicich se okolo
krevnich cév a neurond, b. astrocytom WHO grade 3 s mitotickou aktivitou (zvétSeni x200, barveno HE).

PZevzato z Ichimura et al. (2015).

Nejvyznamnéj$im molekuldrnim ukazatelem astrocytomi dospélych je mutacni stav genu
IDH1 (spolecné s jeho mitochondridlnim homologem /DH?2). Identifikace jeho mutacni stavu
je vyznamna pro predikci progndzy u pacientd, jelikoz mutace v genu koreluje s celkovym
lepSim celkovym pfezitim pacientl s astrocytomy druhého a tietiho stupné nezavisle na typu
1é¢by (Hartmann et al. 2010). Dale to jsou mutace gentit 7P53 a ATRX, které tfadi nador do
astrocytomil. Tyto molekuldrni zmény mohou byt prokdzany imunohistochemickou detekci

(Ichimura et al. 2015).

Glioblastomy

Glioblastomy pfedstavuji nejagresivnéjsi kategorii diftiznich gliomii. V histologickém fezu
nadorové tkan€ dominuje astrocytarni diferenciace s jadernymi atypiemi, mitotickou aktivitou,
mikrovaskularni proliferaci (ukazuje Obr. 3) a nekrézou (Lakomy et al. 2018). Populace
nadorovych bunék neni uniformni a sklddd se z malych bunck s minimélni cytoplazmou a
velkych bunék s n¢kolika jadry (Raza et al. 2002). RozliSujeme dva typy glioblastomi -
primarni glioblastomy, které pozorujeme u star§i populace a vznikaji de novo. A sekundarni
glioblastomy, které se vyviji ze svych nizkostupiiovych prekurzor hlavné u mladSich pacientii
(Ohgaki a Kleihues 2007). Toto klinické d€leni bylo potvrzeno nalezem IDHI mutaci u

sekundarnich glioblastomtl, zatimco u primarnich nikoli (Yan et al. 2009).
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Obrazek 3: Glioblastom s mikrovaskularni proliferaci, barveno hematoxylinem (zvétseni x400). Pievzato z Xu a
Li (2016).

V minulosti byly identifikovany hlavni genetické udalosti probihajici v glioblastomech. Jedna
se o inaktivaci tumor supresorovych drah proteinti p53 a retinoblastomu (RB), deregulaci
signalizani drahy rtstovych hormont prostfednictvi amplifikace a mutace v genech pro
tyrozin kindzové receptory a aktivaci drahy fosfatidylinozitol-3-OH kinazy (PI3K) (McLendon
et al. 2008). Genetické zmény definujici primarni glioblastomy jsou podle WHO CNS5
nasledujici: absence mutace /DH genu, pfitomnost mutaci v promotorech genlit TERT a EGFR
a numerické zmény chromozomi 7 a 10 (Louis et al. 2021). Dal$imi ¢asto pozorovanymi

molekularnimi znaky glioblastomtl jsou:

- homozygotni mutace genu pro inhibitor cyklin dependentni kindzy 2A/2B
(CDKNZ2A/2B)

- mutace genu pro homolog fosfatizy a tenzinu (PTEN)

- mutace v genu 7P53

- mutace v genu pro kindzu Pi3k

- amplifikace genu pro receptor destickového rustového faktoru alfa (PDGFRA)

- ztrata ¢i mutace v genu pro neurofibromatozu 1. typu (NF1)

- a hypermetylace promotoru genu pro O6-metylguanin metyltransferazu (pMGMT)
(Aldape et al. 2015).

Glioblastomy vykazuji vysokou miru vnitini a vnéj$i nddorové heterogenity, k cemuz pfispiva
nadorové mikroprostiedi. V tomto mikroprostfedi nalézame Skalu nenadorovych bunck, mezi

které se tadi naptiklad builkky imunitniho systému, vaskularni bunky a dalsi glialni bunky.
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Nejstudovanéj§im slozkou nadorového mikroprostiedi glioblastomu jsou makrofagy
asociované s nadory neboli TAMs, jez maji imunosupresivni vlastnosti a podporuji riist nadoru.
Mikroprostiedi glioblastomu je také proangiogenni a zanétlivé. To vede k expresi adheznich
molekul na endotelidlnich bunkéch a k potlaceni tésnych spojii, coz vytvaii vysoce propustnou
hematoencefalickou bariéru (Chen a Hambardzumyan 2018). Dal§i velmi vyznamnou
charakteristikou mikroprostiedi glioblastomu jsou oblasti nekrdzy, jejiz mira koreluje
s celkovym pfrezitim pacientii. Vysvétleni pro tento vztah spocivd ve zvySené aktivité
vaskuldrniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF) v disledku hypoxického prostiedi.
VEGF stimuluje angiogenezi, a tim déla populaci nddorovych bunék na periferii nekrotické

oblasti vice rezistentni vici 1é¢bé radio- ¢i chemoterapii (Raza et al. 2002).

3. Geneticke zmény u mozkovych gliomi

U mozkovych nadora byla popsana celd fada genetickych zmén. MiZe se jednat jak o pocetni
nebo strukturni chromozomové aberace, tak o mutace riznych genti. Mezi nejcastéjsi pocetni
zmény patii trizomie chromozomu 7 a monozomie chromozomu 10. Mezi dal§i numerické
zmény v karyotypech gliomt se fadi ztraty gonozomi, ztraty chromozomu 22, double minute

chromozomy a také rizné stupné ploidie (Thiel et al. 1992).

Geneticka nestabilita je klicovym faktorem pfispivajicim k progresi difiznich gliomi. Zisky
chromozomu 7 a ztraty chromozomu 10 jsou Casto doprovdzeny rozsdhlymi genomickymi
prestavbami, které vedou ke ztrat¢ tumor-supresorovych genli a amplifikaci onkogenli
(Ceccarelli et al. 2016). Chromozom 7 nese né¢kolik vyznamnych onkogenti, véetné genu
EGFR, ktery je v gliomech ¢asto amplifikovan a nadmérné exprimovan (Ceccarelli et al. 2016).
ZvySeni poctu kopii chromozomu 7 vede k aktivaci onkogennich signalnich drah jako jsou
Pi3k/Akt a Ras/Raf/Mek/Erk, coz nasledné zpiisobi nekontrolovany rist nadorovych bunék a
zvysi jejich agresivitu (Verhaak et al. 2010). Trizomie chromozomu 7 mtiZe také zesilit expresi
dalSich onkogent, jako je MET (epitelo-mezenchymalni tranzi¢ni faktor) a CDK6 (cyklin-

dependentni kinaza 6), a to dale podporuje rist a invazivitu nadoru.

Monozomie chromozomu 10 je ¢asto asociovana se ztrdtou tumor-supresorového genu PTEN,
jez je hlavnim negativnim reguldtorem Pi3k/Akt signalni drahy. Hraje kli¢ovou roli v regulaci

bunécného cyklu a apoptdzy a jeho ztrdta mize také vést k nekontrolovanému bunéénému
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déleni (Wang et al., 2015). Aktivace téchto signdlnich drah v dusledku numerickych
chromozomovych zmén vytvaii prostredi, které podporuje agresivitu a invazivitu nadorovych
buné¢k (McLendon et al. 2008). Numerické zmény tak spole¢né pfispivaji ke genetické
ruznorodosti diftznich gliomt a ovliviuji jejich biologické chovani a klinicky prabéh

onemocnéni.

Kodelece 1p/19q

V bunikach oligodendrogliomii dochdzi k deleci kratkych ramen chromozomu 1 a dlouhych
ramen chromozomu 19, kterou oznacujeme jako kodeleci 1p/19q. Kodelece je primarné
dalezitd pro klasifikaci glioml nizSich stupni a pacienti s kodeleci maji zvySenou dobu
celkového preziti (Louis et al. 2021). Ke ztraté heterozygotnosti dochdzi na chromozomu 19
v oblasti 19q13.2q13.4. Pro chromozom 1 je to oblast 1p13pter (Reifenberger et al. 1994).
V oligodendroglidlnich bunikach pravdépodobné dochazi k nebalancované centromerické nebo
pericentromerické translokaci t(1;19)(q10;p10), jak ukazuje Obr. 4. V disledku této
nebalancované prestavby dochazi ke ztrat€¢ 1p a 19q. K pravdépodobnosti této fuze piispiva
také silnd homologie mezi centromerickymi oblastmi chromozomi 1 a 19 a jejich kolokalizace
v jadrech prekurzorovych ¢i zralych glidlnich bunék (Jenkins et al. 2006). Mutace v tumor
supresorovém genu 7P53 se Casto vzajemné vylucuje s piitomnosti kodelece 1p/19q, ale obé
tyto aberace vyznamné koreluji s mutacemi v /DH genu (Ichimura et al. 2009). Tento nalez
popsala jiz studie zroku 1996, ve které autofi detekovali Castou absenci mutace 7P53

v oligodendrogliomech s kodeleci 1p/19q (Weber et al. 1996).
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Obrazek 4: Karyotyp pacienta s oligodendrogliomem. Sipka ukazuje na t(1;19)(q10;p10). Pievzato z Jenkins
et al. (2006).

Amplifikace genu EGFR

Castym nalezem u nemocnych s glioblastomy je amplifikace genu EGFR. Gen EGFR se
nachdzi na chromozomu 7 v pozici 7pl2. EGFR koduje 170kDa transmembranovy tyrozin
kin4dzovy receptor epidermalniho ristového hormonu (EGFR). Lze jej nazyvat také HER (angl.
human EGFR related) nebo ErbB1, jelikoz je jednim ze Ctyf tyrozin kindzovych receptori
(TKR) z proteinové rodiny ErbB (Biscardi et al. 1999). Fosforylace tyrozini je vyznamny
zpisob prenosu signdlu mnohobunéénych organismi. TKR zprostfedkovavaji transdukci
signalti vedouci k buné&tné diferenciaci, rstu, migraci a prezivani bunék. Mikroprostiedi
gliom1 je kyselé, hypoxické a s nizkou dostupnosti zivin, tudiz nddorové buiiky takto adaptuji

svou metabolickou aktivitu pro pteziti (Oprita et al. 2021).

Tyrozin kindzové receptory po nasednuti ligandu homo- ¢i heterodimerizuji a nékolik
tyrozinovych zbytkd je autofosforylovano. Jednd se o tyrosiny na karboxylovém konci
receptoru EGFR, ktery také slouZzi jako vazebné misto pro cytosolické signalni proteiny nesouci
SH2 (Src homology 2) doménu. Signdlni molekuly jako naptiklad proteiny rodiny Shc (Src
homology 2 domain-containing) a y podjednotka fosfolipazy C (PLCy) svou vazbou na dalsi
molekuly s jejich naslednou fosforylaci pfenaseji signal, ktery nasledné vyusti v syntézu DNA

ze zadoucich lokust (Biscardi et al. 1999). Mezi hlavni downstream udalosti, které EGFR
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signalizaci mulze spoustét patifi drahy zahrnujici PLCy/protein kinaza C (PKC),
Ras/Raf/mitogen-activated protein kinase (MAPK), Pi3k/Akt/mammalian target of rapamycin
(mTOR) a Jak/Stat3 (Han a Lo 2012).

V bunkéch gliomi vyssich stupiiti, primarné glioblastomt, dochazi ke zvysené expresi TKR
v dtsledku mnohondsobné amplifikace pfislusnych gent. K amplifikaci genu EGFR dochazi
bud’ intrachromozomalné nebo ji mizeme pozorovat extrachromozomalné v podobné tzv.
double minutes (Eskilsson et al. 2018). Jiz v minulosti bylo navrzeno, Ze k aktivaci EGFR
signalizace vzdy potifeba vazby ligandu a aktivni dimery mohou existovat pouze jako dasledek
jejich zvysené exprese (Schlessinger 2000). V nepiitomnosti ligandl a pii zvySené expresi je
EGFR autofosforylovan, tim je aktivovan a zacind tvofit komplexy s TANK-vazajici kindzou
(TBK1). Vysledkem je aktivace interferonového regulacniho transkripéniho faktoru IRF3 a

aktivace prozanétlivych cilovych gent (Guo et al. 2015).

Amplifikace EGFR neni jedind zména, ke které¢ v tomto genu dochazi. Gen EGFR mize nést
také sekunddrni bodové mutace a/nebo delece. Dochédzi k nim ve vétSiné piipadu pozdéji
pfi progresi nadoru (Eskilsson et al. 2016). K t¢émto aberacim dochazi v oblastech jak na
intracelularni C-termindlni doméné, tak na extracelularni N-termindlni doméné receptoru
(Ekstrand et al. 1992). U glioblastomli zndme tyto varianty: EGFRvI (delece N-terminalni
¢asti), EGFRvII (delece exonl 14-15), EGFRvIII (delece exont 2—7), EGFRvIV (delece exoni
25-27) a EGFRvV (delece exonu 25-28), pficemz varianty EGFRvIl a EGFRvIII jsou
onkogenni. EGFRVIII je nejfrekventované;si varianta — takovy receptor ztraci ligand-vazebnou
doménu a je konstitutivné aktivni nezavisle na pfitomnosti ligandu. Jeho kindzova aktivita je
slabsi v porovnani s kompletnim zdravy receptorem, i pfesto dokdZe dodat nadoru riistovou
vyhodu (An et al. 2018). Mutovany receptor samostatn¢ nedokéze transformovat zdravé bunky
na naddorove, ale pfispivd k angiogenezi tumoru, zatimco nemutovany, ale amplifikovany
EGFR stoji za nadorovou invazivitou. Casto tak nachazime tyto zmény EGFR v buikach

glioblastomu soucasn¢ (Eskilsson et al. 2018).

Delece genu PTEN

DalSim castym nalezem v buiikach glioblastomu je delece genu PTEN. Gen PTEN leZi na
dlouhém rameni chromozomu 10 v pozici 10g3.3 a kéduje tumor-supresorovy protein. Protein

PTEN je 47kDa protein a slouzi primarné jako lipidova a proteinova fosfatdza v mnoha
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bunéénych procesech jako je apoptdza, bunéény cyklus, migrace a rist bunék. Normalné
fungujici PTEN umlcuje signalizaci Akt kindzy, jejiz cilové geny podporuji riist a proliferaci
bunék. Katalytickou aktivitou PTEN je defosforylace 3’OH pozic na inozitolovych kruzich
fosfatidylinozitol fosfati, konkrétné fosfatidylinozitol-3,4,5-trifosfatu (PIP3). Je tedy
protichtidcem aktivity kindzy Pi3k, ktera hraje roli v aktivaci Akt kinazy (Knobbe et al. 2002).
Mechanismus brzdéni ristu bunék prostiednictvim PTEN spociva v regulaci kontrolniho bodu
bunécného cyklu ve fazi Gi. V jadie PTEN vykazuje taktéz rust-inhibujici aktivitu, ale

nezavislou na inaktivaci Pi3k/Akt drahy (Koul 2008).

Nejcastéji pozorovanymi zménami u gliomti vyssich malignich fada v kontextu genu PTEN
jsou bodové mutace nebo homozygotni delece, které Usti v inaktivaci funkce kodovaného
proteinu (Koul 2008). Ztrata jeho aktivity zptisobi hromadéni PIP3 v plazmatické membrané,

coz vede ke zvySené rektrutaci a aktivaci Akt kinazy a jeji downstream signalizace.

PTEN mitzZe byt také nepfimym inhibitorem aktivace Ras/MAPK dréhy anebo modulatorem
p53-dependentni signalizace prostiednictvim fosforylace ubikvitin ligazy MDM2 (Mouse
double minute 2) aktivni Akt kindzou. PTEN tak chrani p53 pted MDM2-zavislou degradaci
(Knobbe et al. 2002). Diky neschopnosti proteinu PTEN inhibovat signalizaci PIP3K/Akt drahy
je MDM2 umoznén vstup do jadra, kde mulze p53 degradovat a ztraci tak svou

tumorsupresorovou schopnost (Koul 2008).

Protein-fosfatdzova aktivita PTEN byla v poslednich letech také stfedem vyzkumného zajmu.
PTEN dokéze defosforylovat zbytky serinu, threoninu a tyrozinu u substratt jako je naptiklad
FAK kindza (focal adhesion kinase), Src proteiny, substraty inzulinového receptoru a dalsi, a
tak ovliviiuje funkce téchto proteinti. Ukazalo se, ze PTEN hraje roli i v regulaci glykolytické
dréhy. Defosforyluje enzym fosfoglycerat kinaza 1, ktery prochéazi autofosforylaci pro svou
aktivaci a je prvnim enzymem glykolyzy. Timto mechanismem PTEN inhibuje glykolyzu a
produkci ATP. Chybéjici aktivita PTEN tak dodava nadorovym bunikdm potfebnou vysokou

miru pfisunu energie prostiednictvim glykolyzy (Qian et al. 2019).

Ztréata aktivity PTEN stoji také za vysokou kolektivni invazivitou bun€k gliomu. Jeho absence
vyrazné zrychluje migraci bunc€k prostfednictvim remodelace cytoskeletalniho aktinu a
udrzovani kontaktu mezi glidlnimi buikami. Tato funkce vyZaduje aktivaci AMPK kinazy

(proteinova kinaza aktivovand adenosin-monofosfatem). AMPK je zodpovédnéd za regulaci
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kontraktility a organizace aktinu a za maturaci mezibunéénych spoji. Aktivita AMPK také
nepiimo zvySuje produkci energie a tim podporuje udrzeni motility migrujicich bun¢k diky

regulaci polarizovaného transportu mitochondrii do popiedi bun¢k (Peglion et al. 2022).

Delece lokusu CDKN2A/B

V gliomech ¢asto dochazi k homozygotni deleci lokusu CDKN2A/B a tento nalez je povazovan
za vyznamny negativni prognosticky ukazatel pro pacienty s difiznimi gliomy nezavisle na
stavu IDH genu (Appay et al. 2019). Inhibitor cyklin-dependentni kindzy 2A/2B (CDKN2A/B)
je gen lokalizovany na chromozomu 9 v pozici 9p21.3. Lokus koéduje dva tumor supresory.
Jedna se o dvé rizné sestiihové varianty vznikajici ¢tenim spole¢ného exonu v riiznych ¢tecich
ramcich - protein p14ARF (B transkript) a pl16™%4A (o transkript) (Stott et al. 1998). Oba jsou

povazovany za vyznamné ukazatele bunééné senescence.

Protein p14®F hraje roli v zastaveni bun&ného cyklu v kontrolnich bodech mezi fazemi G1/S
a G2/M. Jeho role spociva v zadrzeni Mdm?2 v jadie a nepiimo tak aktivuje p53 drahu, ktera
bunécny cyklus zastavi. MDM2 s navazanym p53 totiz vyzaduje transport do cytoplazmy pro

provedeni své ulohy v proteozomalni degradaci p53 (Agrawal et al. 2006).

Protein pl6MK4A

je soucasti plé/cyklin-dependentni kinaza (CDK)/pRb tumorsupresorové
drdhy. Funkce nefosforylovaného pRb je zastaveni bunécného cyklu v Gi fazi. Ve
fosforylovaném stavu propousti buitku do syntetické faze bunécného cyklu. Zvysena exprese
p16™K4A indukuje zastaveni riistu bunék prosttednictvim inhibice danych cyklin dependentnich

kindz, CDK4 a CDKa®6, kter¢ tak nemohou fosforylovat protein pRb (Ohtani et al. 2004).

V novém vydani WHOCNSS je nalez delece/mutace CDKN2A/B poklddan za dostatecny
prikaz ctvrtého stupné astrocytomil, jelikoZ je asociovan s vysokou mirou agresivity
onemocnéni. A to nezavisle na pfitomnosti ¢i absenci mikrovaskularni proliferace v nddorové

tkani, kterd je obecné pro Ctvrty stupen vyZzadovana (Louis et al. 2021).

Mutace IDH genu

Mezi hlavni genové mutace charakterizujici difizni gliomy patii mutace /DH genu. Rok 2008
je povazovan za velky milnik ve vyzkumu gliomt, kdy Parsons et al. poprvé prokazali mutaci
IDH] genu v glioblastomech pomoci sekvenace exomu (Parsons et al. 2008). Jedna se o gen na

chromozomu 2 vpozici 2q34 kodujici NADP' (nikotinamidadenin dinukleotidfosfat)
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dependentni enzym izocitrat dehydrogendzu. RozliSujeme cytosolicky a peroxisomalni enzym
IDH1 a mitochondrialni IDH2, nicméné oba enzymy sdili vyraznou sekven¢ni homologii a
zastavaji stejnou funkci. Existuje tfeti izoforma tohoto enzymu, IDH3, ktera je sekvencné
odli$na a zastava funkci v Krebsove cyklu. Gen /DH3 nema zatim zadnou prokazanou tlohu

v malignitach (Ichimura et al. 2015).

Vsechny mutace /DH genu v gliomech fadime mezi tzv. missense mutace. Kanonicka nej¢astéji
nalézana mutace zasahuje arginin v pozici 132 (R132) v genu /DHI a arginin v pozici 172 v
genu IDH2 (Ichimura et al. 2015). /DH-mutované mozkové nédory jsou nejcastéji nosici
heterozygotni bodové mutace v IDHI, zamény guaninu za adenin, kterd zapfticini substituci
argininu na histidin v pozici 132 (R132H). Tato substituce zpiisobi ztratu normalni funkce

enzymu a vzniké neoenzym (Yan et al. 2009).

Zdravy enzym funguje jako homodimer a katalyzuje oxidativni dekarboxylaci izocitratu na a-
ketoglutarat (tKG) za soucasné redukce NADP" na NADPH. Po ziskani mutace, exprimovany
enzym nabyva zcela nové aktivity. Neoenzym dokaZze katalyzovat redukci a-ketoglutaratu na
R(-)-2-hydroxyglutarat (2HG). Akumulace 2HG v buiikéach se ukézala jako rizikovy faktor pro
vyvoj nadori CNS (Dang et al. 2009). Zaroven mutovany protein neni schopen kooperovat
s druhou neposkozenou podjednotkou a vytvaret tak funkéni homodimer. Heterodimer
wt/R132H zlstava v konformaci bez ligandu nebo v quasi-oteviené konformaci s navazanym
NADP" a je zodpovédny za produkci 2HG, jak ukazuje Obr. 5. Vedlejsi fetézec pozice argininu
R132 za obvyklych podminek tvofi tfi unikdtni vodikové vazby jak s aKG, tak s -
karboxylovou skupinou izocitratu. Substituce v tomto misté€ za jakoukoliv ze Sesti aminokyselin
pozorovanych v diftiznich gliomech (histidin, serin, glycin, cystein, valin nebo leucin) méni
sterické 1 elektrostatické chovani enzymu pfi interakei s izocitratem (Zhao et al. 2009). Inhibice
aKG ma dopad na proteiny, které reguluje, a to jsou proteiny ucastnici se fady fyziologickych
procest jako je citlivost na hypoxii, demetylace histontll, zmény metylace DNA, ad. (Aldape et

al. 2015).
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wt/R132H R132H/R132H

izocitrat 2 oKG izocitrat > 2HG neaktivni

Obriazek 5: Dimerizace enzymu IDH1. Neposkozené monomery wt/wt tvoii normalni katalyticky homodimer,
Heterodimer wt/R132H je zodpovédny za pfeménu izocitratu na R(-)-2-hydroxyglutarat (2HG). Dimerizace
dvou poskozenych podjednotek vytvari katalyticky neaktivni homodimer. Pfevzato a upraveno dle (S. Han et al.

2020).

Globélni dopad pro buiiku lze shrnout do tfi bodd, které ilustruje Obr. 6: pfeprogramovani
metabolismu, epigenetické pfeprogramovani a redoxni dysbalance (Han et al. 2020). Jelikoz je
aKG potieba pro prolylhydroxyldzu (PHD), kterda nasledn¢ pomaha degradaci
faktoru HIF-la (hypoxia-inducible factor la), je tento hypoxicky faktor stabilizovan pfi
nedostatku aKG. HIF-la je transkripéni faktor senzitivni k hladiné buné¢ného kysliku a
reguluje expresi genli spfazenych s metabolismem glukézy, angiogenezi a dalSimi
signaliza¢nimi drahami vyznamnymi pro rust nadoru. Takto stabilizovany HIF-loa ma za
dasledek zvySenou genovou expresi téchto gend. IDHI tak mlzeme oznacit jako
tumorsupresorovy gen (Zhao et al. 2009). Absence aKG neni jedinym diivodem vysvétlujicim
stabilizaci HIF-1lo. Onkometabolit 2HG dokaZe kompetovat o vazbu s dioxygenidzami a
inhibovat je diky své strukturni podobnosti s aKG. Mezi takové dioxygenazy patii mimojiné
aKG-dependentni prolylhydroxylaza, TET 5-metylcytosin hydroxylazy (enzymy z rodiny ,ten-
eleven translocation®) a rizné histon demetyldzy. Inhibovana PHD tudiZ nemtze degradovat

HIF-1a (Xu et al. 2011).

25



mutIDH

metabolicky reprogramming epigeneticky reprogramming disrupce redoxni homeostazy
qKG ——2HG ZHG 2HG <« /\GKG

NADP+ NADPH

& GSH GSSG
slablllzace degradace 4

H,0 H:0.
n glutamin

glutamat
cystein
glycin @

Obrazek 6: Schéma disledki mutovaného enzymu IDH. Absence a-ketoglutaratu (aKG) zplsobi stabilizaci

hypoxického faktoru HIF-1a. Alternativni produkt R(-)-2-hydroxyglutarat (2HG) kompetitivn€ inhibuje
pusobeni lysin-sepcifické histon-demetylazy (KDM4) a Ten-eleven translokac¢ni metylcytosin dioxygenazy
(TET). Aktivita mutantniho enzymu (mutIDH) spotiebovava NADPH na produkci NADP+, coz potlacuje
detoxikaci H,O,. PHD: prolylhydroxylaza, Me: metylova skupina, ca: karboxylova skupina, GSH: glutation,
GSSG: glutation disulfid, Nrf2: transkripéni faktor ptibuzny jadernému erytroidnimu faktoru 2 , GLS: glutamat-
cystein ligaza. Vytvofeno v BioRender.com dle Han et al. (2020).

Mutace v IDHI a IDH2 vedou v gliomech také ke zméndm metylace histonli a DNA v celém
genomu diky akumulaci 2HG. V bunikach postizenych /DH mutacemi dochazi ke zvySené
metylaci jak histonl, tak DNA primarné v oblastech cytosin-fosfat-guanin (CpG) ostravkd.
CpG dinukleotidy jsou mista na DNA, kde dochézi k transferu metylového zbytku na 5¢ pozici
cytosinu. V ptipadé glioml tomuto zvysSeni metylace specificky v oblastech promotoru fikdme
gliomovy metylacni fenotyp CpG ostrivki (G-CIMP). TET hydroxylazy jsou pravé ty
dioxygenazy inhibované 2HG, které odstraiuji metylacni znacku. Status G-CIMP se ukdzal

také jako jeden z prognostickych biomarkerti onemocnéni (Malta et al. 2018).
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Destrukce redoxni homeostazy je poslednim zminovanym disledkem poSkozeného enzymu.
Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) se podili na klicovych aspektech biologie rakoviny,
jako je zvysena genomicka nestabilita, ztrata ristové kontroly a invazivita bunék. Nadmérné
hladiny ROS poskozuji DNA, lipidy a proteiny, coz zvySuje oxida¢ni stres v bunkach s
mutovanym /DH. Mutace IDH zvysuji afinitu enzymu k NADPH a a-KG, ¢imz se naruSuji
procesy snizovani ROS, jako je redukce glutation disulfidu. Vysledkem je hromadéni ROS a
oxida¢ni poskozeni, které je charakteristické pro /DH-mutované gliomy. Gliomové buinky s
mutaci /DH vykazuji silny oxidacni stres a zvySenou expresi enzyml, jako je mangan
superoxiddismutaza. Zablokovani antioxidac¢nich drah, naptiklad syntézy glutationu, fizené
faktorem Nrf2, mtze byt Gi¢innou strategii pro cilenou 1é¢bu nadord s mutaci /DH (Han et al.

2020).

Mutace genu ATRX

Dalsi genovou mutaci asociovanou s difuznimi gliomy je mutace genu ATRX. Jaderny faktor
ATRX s anglickym nézvem ,alpha-thalassemia/mental retardation X-linked* je gen lezici na
chromozomu X v pozici Xq21.1 a kéduje tumor supresor ATRX pochézejici z rodiny proteini
SWI/SNF (SWltch/Sucrose Non-Fermentable) (Picketts et al. 1996). ATRX hraje dlleZitou roli
v dynamice genomu bun¢k. Ma svou funkci v mnoha bunéénych procesech jako je remodelace
chromatinu, regulace transkripce, opravy DNA a udrzba funkce telomer (Aguilera a Lopez-
Contreras 2023). Mezi mnohé a vyznamné partnery proteinu ATRX patii napiiklad Daxx
protein (death-domain associated protein). Komplex ATRX-Daxx funguje jako draha pro
tvorbu specializovaného chromatinu v repetitivnich oblastech DNA a dalSich oblastech
konstitutivniho heterochromatinu. Daxx se specificky véaze k histonové varianté H3.3 a slouzi
k jeji depozici na DNA. ATRX tak pfimo pfispiva k inkorporaci histonu H3.3 do chromatinu
v telomerickych a pericentrickych oblastech (Lewis et al. 2010). V ptipad¢ tzv. ,loss of

function‘ mutace genu A7RX dochdzi k destabilizaci telomer chromozomii.

V bunkéch astrocytomtl nejcastéji dochazi ke ztraté exprese genu ATRX v dasledku mutaci.
Mutaéni stav ATRX koreluje s vékem pacientll. Castéji je nachdzen mutovan u mladsich
s nizkostupfiovymi gliomy. Mutace ATRX spoletné s/IDH mutacemi jsou asociovany

s celkovym lepSim preziti nemocnych s nizkostupiiovymi gliomy (Haase et al. 2018).

27



Jednou z hlavnich vlastnosti nadorovych bunck je jejich schopnost uniknout senescenci.
Telomery chromozomti somatickych bun€k se v pribéhu jejich Zivota zkracuji s kazdym
délenim v dusledku neaktivniho enzymu telomerazy. Mnoho typt malignit vykazuje nové
nabytou aktivitu praveé tohoto enzymu. Existuje dalsi mozny zptisob, kterym si nddorové buiky
zajisti udrzbu telomer. Jedna se o alternativni mechanismus prodluzovani telomer (ALT), ktery
vyuziva homologicky fizenou rekombinaci diky ztraté specifickych chromatin remodelujicich
proteinti a vzniku dvoufretézcovych zlomu (Lovejoy et al. 2012). Buiiky astrocytomt, které
obsahuji mutaci v ATRX vykazuji tento ALT fenotyp, coz vede ke zvySené genomické
nestabilité. OdliSnym pfipadem jsou oligodendrogliomy, u kterych dochézi k reaktivaci
telomerazy v disledku mutace v promotoru 7ERT genu (Louis et al. 2016). Muta¢ni varianty

ATRX je mozno vySetfit imunohistochemickou detekei.

Mutace promotoru genu 7TERT

V gliomech je také Casto nachdzena mutace promotoru genu TERT. Gen TERT lezi na
chromozomu 5 v oblasti 5p15.33 a koduje katalytickou podjednotku enzymu telomerazy.
Telomeraza je reverzni transkriptdza. Katalytickd podjednotka spoleén¢ s RNA komponentou
eukaryotickych chromozomu. Telomeraza je ve vétsin€ dospé€lych bunek transkripéné umlcena
a jeji reaktivace je spojovana s buné¢nou nesmrtelnosti (Yuan et al. 2016). Mutace promotoru
genu TERT (pTERT) hraji kli¢ovou roli v patogenezi difiznich gliomi. Tyto mutace vedou ke
zvysSené expresi telomerazy, coz podporuje neomezené déleni nadorovych bunck a jejich
schopnost vyhnout se senescenci. Jsou znadmy dveé primarni mutace pTERT - jedna se 0 zamény
v pozicich C228T a C250T. Tyto zmény pfinasi enzymu nova vazebnd mista pro transkripéni
enhancery (Powter et al. 2021). Nalez mutace pTERT koreluje s diagndzou oligodendrolgiomu

a primarnich glioblastomi a zaroven s horsi prognézou pacientti (Yuan et al. 2016).

V oblasti pTERT dochézi také k epigenetickym zménam, a to k hypermetylaci promotoru.
Hypermetylace promotorovych oblasti ¢asto souvisi s umlcenim exprese, nicméné v tomto
pfipad€ se nabizi mechanistické vysvétleni - metylové skupiny na promotoru brani vazbé
transkripcnich represort, coz ma za dusledek zvySenou expresi reverzni transkriptazy (Lee et

al. 2020).
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Epigenetické zmény

Kromé genetickych zmén jsou v bunkdch mozkovych nador pozorovéany cetné epigenetické
zmény. Prognosticky vyznamnou epigenetickou zménou v gliomech je naptiklad
hypermetylace promotoru genu pro O°-metylguanin-DNA metyltransferazu (pMGMT). Jedna
se o gen lezici na chromozomu 10 v pozici 10926 kodujici DNA repara¢ni enzym. Promotor
tohoto genu obsahuje vyznamny CpG ostriivek, ktery byva metylovan, ¢imz je gen transkripcné
umlcen. Pokud promotor neni metylovan, gen je pfepisovan a funk¢ni enzym odstranuje
alkylovou skupinu z Sestého kysliku guaninového nukleotidu. Mezi chemoterapeutické latky
vyuzivané k 1é¢bé malignich gliomi se fadi prave alkyla¢ni ¢inidla (napt. temozolomid, TMZ),
ktera ptidavaji alkylovou skupinu na tuto pozici na DNA, coz indukuje cytotoxicitu a apoptézu
prostiednictvim reparacniho mechanismu mismatch repair (MMR) (Riemenschneider et al.

2010).

Metylacni stav pMGMT neni oficidlnim biomarkerem pro diagnézu gliomd, nicméné je velmi
dalezitym prognostickym ukazatelem odpovédi na 1écbu alkyla¢nimi ¢inidly, jelikoZz funguje
proti jejich u¢inku a zbavuje DNA alkylaéni znacky. Klinické studie ukazaly rozdil v
celkovém prezivani pacientl 1éenych alkylacnimi Cinidly v zavislosti na pfitomnosti metylace
pMGMT. Pacienti, jejichz nddory obsahuji metylovany promotor Iépe reaguji na TMZ 1écbu,
zatimco maligni gliomy s promotorem bez metylace se stavaji viici TMZ rezistentni (Wick et

al. 2014).

Piimy prognosticky ucinek metyla¢niho stavu pMGMT byva diskutovan, jelikoZ je metylovany
PMGMT casto nachdzen spole¢n€ s ostatnimi pozitivnimi prognostickymi ukazateli jako
napiiklad 1p/19q kodelece u oligodendrogliomli a /DH mutace u astrocytomu. Asociace se
zménami na /DH genu muizZe byt vysvétlena globalnimi DNA metylaénimi zménami genomu
nadorovych bundk neboli G-CIMP fenotypem, které ssebou mutace nesou. Castdji tak
pozorujeme ztratu metylace pMGMT v gliomech s neposkozenym IDH genem, jako jsou

primarni glioblastomy (Wick et al. 2014).

U rbznych nadort, véetné gliomt, byly zaznamendny asociace metylace pMGMT s vyssi
frekvenci konkrétnich substitucnich mutaci v tumorsupresorovych genech véetné 7P53 (Wick
et al. 2014). Tento hypermutacni fenotyp byl pozorovan u vzorkl z glioblastoml po 1é¢be

chemoterapii. U nich se objevila asociace metylovaného promotoru MGMT s vyraznym
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posunem na spektru nukleotidovych substituci. Dochézelo zde primarné k substitucim
dinukleotidi G:C na A:T v oblastech mimo CpG ostruvky. Z tohoto lze usuzovat na
neschopnost bun¢k opravovat 1écbou alkylované nukleotidy, a tudiz jsou zde poskozeny geny
kodujici enzymy zapojené do MMR opravného mechanismu (McLendon et al. 2008). Naptiklad
u nizkostupniovych gliomt byla popsana aberantni metylace promotoru genu MLH3 umlcujici
tento reparacni enzym drahy MMR (Lhotska et al. 2015). Tento fakt ukazuje na propojenost
drah v progresi nadoru, kdy epigenetickd inaktivace MGMT miize usnadnit bodové mutace
sekundarni rezistence k tomuto chemoterapeutiku tim, ze podpofi inaktivacni mutace MMR
geni (Wick et al. 2014). Fenomén hypermuta¢niho fenotypu byl nicméné také probadan
skupinou Kim et al., kterd v kategorii primarnich glioblastomu tento je nepozorovala. Autofi
této studie tak povazuji riziko TMZ-indukovaného hypermutaéniho fenotypu jako minimalni

pro pacienty s primarnimi glioblastomy (Kim et al. 2015).

4. Klonalni vyvoj

Za vznikem heterogenity gliomi (molekularni a fenotypické rozdily v populacich bunék
v ramci jednoho nadoru) stoji mechanismus klonalni mikroevoluce na zédkladé Darwinovskych
principti ptirozené¢ho vybéru rtiznymi selekénimi tlaky. K proliferacni invazi jsou vybirany
subpopulace gliomovych bunék s nejlepsSimi adaptacemi na lokélni kontext v nadorovém
mikroprostiedi. Adaptace se tykaji kompetice o piezZiti a rozvoj schopnosti umoziujicich
nekonecnou proliferacni signalizaci, indukci neoangiogeneze, rezistenci k bunécéné smrti,
preprogramovani metabolismu a iniku z imunitniho dohledu. K rozvoji heterogenity ptispivaji
nejen onkogenni somatické mutace, ale také epigenetické preprogramovani genomu a fada
biochemickych faktorti. Tyto mechanismy vedou k vytvofeni slozitych a velice dynamickych
populaci nadorovych bunék se schopnosti udrzet rist gliomu a zptlisobit jeho relaps i pies

veskeré klinicky dostupné 1écebné protokoly (Lakomy et al. 2018).

Diverzifikace nadorovych klont a selekce subklonli probihd v kontextu nadorové tkané, ktera
urcuje selekéni tlaky. Mezi nddorovymi a zdravymi butikami dochazi k reciprokym interakcim,
které nddorové buniky vyuzivaji k remodelovani mikroprostfedi pro vlastni pteziti a proliferaci.

Model klonalni evoluce podle Nowella predpoklada, ze mutace se postupné hromadi a vedou k
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postupné dominanci podklond. Evolu¢ni trajektorie nadord jsou slozité a vétvi se, jak
ptedpokladal Nowell, podobn¢ jako Darwintiv strom evoluce (Nowell 1976). Klonalni evoluce
ze spolecnych prekurzori nadorovych bunék je popisovéana naptiklad u identickych dvojcat s
akutni leukémii. Navic, samotnd 1écba (chemo- ¢i radioterapie) piinasi nddorovym bunkam
artificialni zdroj selek¢niho tlaku, ktery podléha stejnym principtim evolucni biologie. Nejenze
dostanou selekéni vyhodu bunky, které jiz maji mechanismy uniku pted vlivem 1éCby, ale
genotoxicky ucinek terapeutik mize generovat nové mutace a zmény v genomu piezivsich

bunék, které zvysi jejich fitness a maligni potencial (Greaves a Maley 2012).

Klonalni vyvoj mize byt linearni ¢i divergentni (vétveny), jak ukazuje Obr. 7. Linearni model
evoluce navrhl jiz Peter Nowell v roce 1976 (Nowell 1976). Model piedpokldda akumulaci
novych somatickych mutaci diky tlakiim prostiedi, které dcefinym bunkam davaji vyhody
v ohledu na fitness, nez maji star§i klony, a tak se tento nové¢ vznikly subklon stava
dominantnim. V modelu vétvené evoluce je pocate¢ni vychozi klon nadoru rozvijen
divergentnim zplisobem, a to tak, Ze dcefiné subklony ziskavaji soucasné rizné mutace a/nebo
chromozomové aberace. V tomto modelu nicméné nedochdzi k dominanci jednoho dcetiného
klonu nad ostatnimi, ale pfezivaji vSechny. VSechny dcefiné klony se vyviji paralelné¢ pod

selekénimi tlaky prostfedi a vytvaii se tak komplexni struktura nddoru a rozmanitéjsi

intratumorova heterogenita (He et al. 2023).
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Obrazek 7: Schéma linedrniho a divergentniho modelu klonalni evoluce. Pievzato a upraveno dle Ampie et

al. (2015).

VétSina  recidivyjicich gliomG je charakterizovdana spole¢nou skupinou mutaci a
chromozomovych aberaci, které jsou pravdépodobné odvozeny od jedné prekurzorové buiiky,
stejné jako piivodni nador. Lécba recidivujicich tumort je cilena na piivodni molekularni vzor
gliomovych bun¢k, ¢imz je opomijena moznost nadoru vytvorit si nové biologicky relevantni
aberace. A to bud’ spontanné v pribéhu asymptomatického obdobi vedouciho k recidivé ¢i jako
Johnson et al. toto potvrdili ndlezem riznych driver mutaci v piivodnich a v recidivujicich
gliomech a navrhuji, Ze recidivujici nadory jsou casto odvozeny z derivovanych bunék
ptivodniho tumoru, které se oddé€lily velmi brzy v jeho evoluci (Johnson et al. 2014). To stejné
vyplyva z vysledku studie skupiny Barthel et al., kterd ukazala, ze ptes polovinu driver mutaci
nalezenych u plivodnich nizkostupiiovych gliomt nelze detekovat u recidiv vyssich malignich

stupniii (Barthel et al. 2019).

Migrace gliomovych buné€k mulzZe probihat primarn€ skrz perivaskuldrni prostor a mozkovy
parenchym a nejinvazivnéjsi z gliom, glioblastom, tak miiZze vytvofit recidivu na vzdalengjSich

mistech od ptivodni 1éze. Pravé mezi témito vzdalenymi recidivami, které mohou vznikat
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v opa¢né hemisféte, a lokalnimi recidivami je pozorovan rozdil v typu klonalni evoluce. U
vzdalenych recidiv se objevuji rozdilné skupiny aberaci v genomu néadorovych bunck
v porovnanim s ptivodnim tumorem. To naznacuje divergentni evoluci, zatimco lokalni
recidivy sdili s ptivodnim nadorem vétSinu aberaci, coz svédc¢i o evoluci linedrni (Kim et al.

2015).

Existuje né¢kolik dobte popsanych pozic v genomu, které jsou v gliomech zasazeny a kterym se
veénovala predesla kapitola. Tyto zmény maji tendenci postupovat v definovaném potadi béhem
a oligodendroglidlnich gliomli povazovana mutace v pozici R132 genu /IDHI mimojiné také
proto, ze vytvaii mikroprostiedi se zvySenou genomickou nestabilitou (Lass et al. 2012).
Spole¢né s IDH mutaci se také mutace genu 7P53 objevuji relativn€ na zacatku vyvoje
astrocytomil, zatimco mutaci ¢i bialelickou ztratu PTEN a amplifikaci EGFR vidime u gliomt
vysSich tadid (Weber et al. 1996; Ohgaki a Kleihues 2007; Yan et al. 2009). U
oligodendroglioma druhych stupnii se projevuji kodelece 1p/19q a u tfetich stupnil to jsou
hlavné ztraty zasahujici lokus CDKN2A4/B (Bigner et al. 1999). Vyzkumna skupina Centra
nadorové cytogenomiky VFN a 1. LF UK v Praze experimentidlné¢ potvrdila metylaci
promotort, napi. hypermetylace pMGMT, jako pozdé¢jsi udalosti v evoluci nadorového
genomu, kterym piedchazi mutace v IDHI genu (Lhotska et al. 2016). Co se ty¢e numerickych

vvvvvv

7 (Barthel et al. 2019).

Jak jiZz bylo zminéno, na zidkladé mutagennich vlastnosti mlzZe byt lécba alkyla¢nim
chemoterapeutikem TMZ spojovdna s maligni progresi. Po této 1é€bé vykazuji nékteré
recidivujici gliomy alternativni dréhu k vy$$im stupiitim malignity. Tyto tumory mivaji znamy,
ale siln¢ diskutovany, hypermutacni fenotyp a obsahuji mutace v genech kddujicich
komponenty pRb a Akt-mTOR riist-supresorovych signaliza¢nich drah (Johnson et al. 2014).
Nejcastéji se tento jev projevuje u IDH-mutovanych glioml bez kodelece 1p/19q a nejméné
¢asto u /DH nemutovanych gliomt, nicméné u Zadného ze subtypll gliomi neni asociovan se

sniZenim celkového pteziti pacientil (Barthel et al. 2019).
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5. Lécba

Zakladnimi kroky pii 1écbé difuznich glioml je chirurgickd resekce, chemoterapie a
radioterapie. Jelikoz se jedna o invazivni a vysoce maligni rakovinné onemocnéni mozkové
tkdn€, nasleduje paliativni péce dle symptomt nemocnych. Cilem chirurgického zakroku je
maximalni odstranéni nddoru pii zachovéani neurologickych funkci. Chirurgické odstranéni
veskeré nadorové tkané je obtizné z hlediska absence makroskopickych hranic se zdravou tkani.
Je proto vyhodné pii zédkroku pracovat s identifikaci funkénich oblasti a traktl a vyuzivat
zobrazovaci techniky (angl. ,image guided surgery‘). Jednim z dalSich kroki 1é¢by difuznich
gliomi je radioterapie, kterd ma za cil zpozdit zhorSovani neurologickych a kognitivnich
schopnosti nemocnych. Frakcionovana radioterapie spociva v aplikaci mensich davek zateni po
delsi dobu a byla prokézédna jako G¢innd v kontrolovani rastu naddoru a zlepSovani celkového
preziti pacientd (Weller et al. 2021). Nejcastéjsi pfistup radioterapie pii lécbé gliomt je
administrace temozolomidu (TMZ). Mezi dal$i pouzivané 1éCebné latky patii naptiklad anti-
angiogenni ¢inidlo s ndzvem bevacizumab (Kirkpatrick a Sampson 2014). Schvalenych 1é¢iv
pro 1é¢bu difuznich gliom1 je mélo. Jednim z diivodi je hematoencefalické bariéra, kterd se v
mozkové tkani skladd z endotelidlnich bunék, kapilar a bazalnich membran. Tato jedine¢na
problémy pii vyvoji protigliomovych léc¢iv (Oberoi et al. 2016). Imunoterapie zahrnuje
pfeprogramovani imunitniho systému, aby puisobil proti nddorovym buiikdm a predstavuje tak
slibnou oblast vyzkumu. Existuje také mnoznost vyuZiti ptistupli genové terapie. Byly navrzeny
rizné terapeutické pristupy vyuzivajici virové vektory: a) sebevrazedna genova terapie, kterad
zavadi cizi gen kodujici enzym pro preménu proléciva na toxicky metabolit; b) onkolytické
viry, které cili na gliomové burniky a potencialné se replikuji v celém nadoru; a c¢) transdukce
imuno-stimula¢nich molekul pro sniZzeni imunitni suprese gliomi (Varela et al. 2023). Cilené
terapie difuznich glioml zahrnuji pouziti 1€k, které specificky blokuji molekularni drahy
dualezité pro rlst a preziti nddorovych bunék. Mezi béZné inhibitory patii inhibitory tyrozin
kindzy, které jsou zaméteny na drahu receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR). Dalsi
ttida zahrnuje inhibitory angiogeneze, jeZ jsou zaméfeny na ristovy faktor VEGF. Kromé toho
se pouzivaji inhibitory drahy PI3K/Akt/mTOR, které zasahuji do kritickych signalnich drah

podporujicich buné€nou proliferaci a pfeziti u gliomt (Thakur et al. 2022).
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6. Cile

Cilem diplomové prace bylo:

e porovnat genomové profily primérnich a recidivujicich mozkovych glidlnich nadori
dospélych a popsat kandidatni aberace se vztahem k progresi nadoru

e aprovést analyzu typu klondlniho vyvoje u pacientli s viceCetnymi resekcemi.
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7. Material

Soubor pacientii

V diplomové praci byly vyuzity vzorky mozkové nddorové tkané od 26 nemocnych
s histologicky prokazanymi difuznimi gliomy. Tito pacienti byli operovani na Neurochirurgické
a neuroonkologické klinice 1. Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Praze (1. LF UK) a
Ustavni vojenské nemocnice mezi lety 2004-2023 minimalné dvakrat a jejich tkan spole¢né s
periferni krvi byla analyzovéna v Centru nadorové cytogenomiky (CNC) Ustavu lékatské

biochemie a laboratorni diagnostiky, VSeobecné fakultni nemocnice a 1. LF UK.

Chirurgické zékroky byly provadény jako rutinni a planované neurochirurgické operace. Od
pacienti byl ziskan podepsany informovany souhlas pro pouZziti odebranych vzorkd k
vyzkumnym ucelim. Klinicka a histo-patologicka data byla ziskdna z Neurochirurgické a
neuroonkologické  klinikky a oddéleni patologie Ustiedni vojenské nemocnice
a 1. LF UK v Praze. Zastoupeni subtypl difuznich glioml pfi diagnéze v analyzovaném

souboru ukazuje Obr. 8.
Primarni glioblastomy

Oligodendrigliomy

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Obriazek 8: Zastoupeni jednotlivych subtypi difaznich gliomid pFi prvni resekci nemocnych ve

vySetiovaném souboru.

Vzorky mozkové nadorové tkané byly analyzovany pomoci metody interfazni fluorescencni in

situ hybridizace (I-FISH) pro zjiSténi aberaci nejznaméjSich a prognosticky vyznamnych
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genetickych markeri. Metoda MLPA (,,Multiplex-Ligation-dependent Probe Amplification®)

byla pouzita k detekci genovych mutaci /DH genu. Metylacni stav promotorti gentt MGMT a
MLH3 byl vysetien metodou metylacné specifické MLPA (MS-MLPA). Pro MLPA analyzy

byla z periferni krve pacient izolovana DNA a byla pouzita jako reference. Pro analyzu

pfitomnosti jednonukleotidovych polymorfizmt a relativniho poctu kopii DNA sekvenci byla

pouzita mikro¢ipova metoda aCGH/SNP array (Illumina).

Chemikalie a roztoky

Piiprava bunééné suspenze z mozkové tkané

KCI (Lékarna VEN)

Kyselina octova (Penta)

Methanol (Penta)

Redestilovana voda (dH>O)

PBS (1ékarna VFN)

Hypotonicky roztok: 0,075 M KCI (2,796g KCI + 500 ml dH>O)

Fixacni roztok: kyselina octova a metanol (1:3)

I-FISH

Absolutni ethanol (Penta)

dH>O

2x SSC: 50 ml 20x SSC (Iékdrna VFN) + 450 ml dH,O

Alkoholova tfada: 70% ethanol (700 ml EtOH + 300 ml dH>O), 85% ethanol (850 ml
EtOH + 150 ml dH20) a 95% ethanol (950 ml EtOH + 50 ml dH,0)

Rubbercement (Fixogum-Rubber cement, Marabu)

Myci roztoky:

e 0,4xSSC: 450 pul 0,05% Tween 20 + 100ml 20xSSC + 400ml dH,O
e 2xSSC + 0,1% NP40 (Nonidet P40; Glentham Life Sciences): 50 ml 20xSSC + 449,5 ml
dH20 + 0,5 ml NP40

DAPI/antifade (Vectaschield Antifade Mounting Medium with DAPI, Metasystems)
Imerzni olej (Immersol, Carl Zeiss)

Hybridizaéni pufr pro lokus specifické sondy (LSI) (Metasystems)
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- Znacené lokus-specifické a centromerické DNA sondy (MetaSystems, Abbott

Molecular)
Izolace DNA z periferni krve a mozkové tkané

- PBS (Lékarna VFN)
- Absolutni ethanol (Penta)
- Patentované chemikalie a roztoky od firmy Qiagen, Sigma:
* Proteindza K
= ATL pufr
= RNaza
* Lyzacni pufr AL
* Promyvaci pufry AW1 a AW2
*  Eluéni pufr AE

Gelova elektroforéza

agar6za (Top-Bio s.r.0)

- GelRed (Biotium)

- 1% agardzovy gel: 0,9 g agarézy + 90 ml 1x TAE pufru (Tris-acetat-acid-EDTA, Sigma)
- nanaSeci pufr (Thermo Fisher)

- velikostni zebfik (GeneRuler DNA Ladder, Thermo Fisher)
MLPA a MS-MLPA

- roztok TE (Tris-EDTA, Sigma)
- ddH20
- LIZ délkovy standard (ThermoFisher Scientific)
- Formamid (Penta)
- DNA jako pozitivni kontrola (izolovana DNA z periferni krve pacienta)
- Patentované roztoky od firmy MRC Holland:
= MLPA pufr
» Ligiza-65 pufr A
» Ligiza-65 pufr B
» Ligaza-65
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* Endonukledza

= SALSA PCR smés primert

»  Polymeraza

»  Komercni kity pro vysetieni charakteristickych ukazatelt gliomii: SALSA MLPA Probemix
PO88 (1p/19q), P370 (CDKN2A/B-IDHI1-IDH2) a MEO12 (pMGMT)

aCGH/SNP

- ddH20
- anotovana referencni genomova DNA (OneSeq Reference DNA Male/Female, Agilent
Technologies)
- TE pufr (Tris-EDTA, Sigma)
- patentované reagencie firmy Agilent Technologies (ptip. fedéné):
= 10x reakéni restrikéni pufr (RE pufr)
= BSA
* Enzym Alul
= FEnzym Rsal
» Random Primer
= 5x reak¢ni pufr pro polymerazu
= 10x dNTPs
* Cyanine 3-dUTP (Cy3)
* Cyanine 5-dUTP (Cy5)
* Enzym ExoKlenow
= Cot-1 DNA
= 10x CGH blokujici ¢inidlo
= 2x HI-RPM hybridiza¢ni pufr

8. Metody

Zpracovani mozkové nadorové tkané

Mozkové nadorova tkan byla ptivezena do laboratofe CNC po chirurgické resekci pacienta v

odbérové zkumavce s PBS roztokem a heparinem. Veskerd tkan byla pifenesena do
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homogeniza¢ni zkumavky s kuli¢kami a doplnime PBS roztokem do pozadovaného objemu
(nejméné 1 ml ve 2ml homogeniza¢ni zkumavce). Homogenizacni zkumavku byla pfenesena
do homogenizatoru na 45 vtefin pfi stfednim vykonu piistroje. Nasledné byly pfipraveny
prazdné 1,5ml zkumavky v poctu podle objemu tkané a analyticka vahou byla kazda zvazena.
Homogenizovanou tkai byla pomoci pipety rozdélena do zvazenych zkumavek po cca 200 pl.
V ptipadé, ze byl dostatek materidlu pro provedeni I-FISH analyzy nadorové tkané, byly
piipraveny dvé zkumavky s 500 pl homogenatu, které¢ byly takto pfipraveny pro pfipravu
bunécné suspenze. Zkumavky s 200 pul homogenatu byly umistény do centrifugy pii 9 °C a
otackach 14 000 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl opatrné odebran. Zkumavky s peletem
byly znovu zvédzeny. Pozadovana véha tkdn¢ se pohybovala okolo 30 mg. Pokud se tak
nepovedlo napoprvé, postup byl opakovan. Zkumavka se spravnou vahou byla urcena k
okamzité izolaci DNA. Zbytek homogenizované a centrifugované tkédné byl uloZen ve

zkumavkach do mraziciho boxu pfi -80 °C k ptipadné pozd¢€jsi potiebe.

Zpracovani periferni krve

Periferni krev pacientd po chirurgické resekci byla ptivezena do laboratofe CNC v odbérové
zkumavce s EDTA roztokem. Zkumavka byla ihned po pfijeti ulozena do lednice pti 4 °C. Pted
zacatkem zpracovavani byla zkumavka s krvi inkubovana 20 minut pfi pokojové teploté. Pii
aseptické praci v laminarnim boxu byla zkumavka pomalu promichéna v ruce a pomoci pipety
bylo preneseno 200 pl periferni krve do 1ml zkumavky. Tato krev byla pfipravena pro protokol
1zolace DNA.

Izolace DNA z periferni krve

Izolaci DNA z periferni krve byla provadéna dle pracovniho protokolu komeréniho kitu
QOlAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen, Némecko). VSechny centrifugacni kroky probihaly pfi
pokojové teploté. Po kazdém centrifuga¢nim kroku bylo provedeno kratké stoeni vzorku.
Koncentrace a Cistota izolované DNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000
(ThermoFisher Scientific). Dal§im krokem ovétfeni kvality byla gelova elektroféza. Na 1%
agardzovy gel bylo naneseno 80 ng izolované DNA smichanou s nandsecim pufrem (2 pl).
Kontrola byla zajist€éna molekuldrnim Zebiikem, kterého bylo nanaSeno mnozstvi 3 pl.

Elektroforéza probihala po dobu jedné hodiny pii napéti 5V/cm.
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Laboratorni postup:

o Do zkumavky s 200 ul periferni krve bylo pomoci pipety piidano 200 ul AL pufru a 20
ul Proteindzy K.

o Zkumavka byla promichdna pomoci vortexu, kratce stoCena a pienesena do ttepaciho
termobloku (Eppendorf) na dobu 10 minut pfi 56 °C a mirném tepani.

o Po inkubaci byla zkumavka kratce stocena pro odstranéni kapek z vicka a bylo ptidano
200 pl absolutniho ethanolu.

s Zkumavka byla protfepana na vortexu a cely obsah zkumavky pfenesen do sterilni
kolonky.

= Kolonka byla vlozena do centrifugy na 1 min/6000 x g. Po centrifugaci byla kolonka
presunuta do nové odpadni zkumavky.

s Do kolonky bylo ptiddno 500 pl odmyvaciho pufru AWI.

= Kolonka byla vloZena do centrifugy na 1 min/6000 x g. Po centrifugaci byla kolonka
znovu presunuta do nové odpadni zkumavky.

s Do kolonky bylo pfidano 500 pl odmyvaciho pufru AW2.

o Kolonka byla umisténa do centrifugy na 3 minuty pti 20 000 x g. Po centrifugaci byl
odmytého pufru vyprazdnén z odpadni zkumavky a byl proveden centrifugacni krok na
,sucho na 3 min/ 20 000 x g.

s Kolonka byla ptenesena do sterilni elu¢ni zkumavky a bylo piidano 55 pl eluéniho
roztoku AE. Inkubace probihala 5 minut pti pokojové teplot¢.

o Po inkubaci byla kolonka umisténa do centrifugy na Imin/6 000 x g.
Izolace DNA z homogenizované nadorové mozkové tkané

Izolace DNA z nadorové tkané byla provadéna pomoci komercniho kitu s nazvem Ql4amp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Némecko). VSechny centrifugacni kroky probihaly pti pokojové
teploté. Po veSkerych inkubacnich krocich bylo porvedeno vzdy kratké stoeni zkumavky.
Koncentrace izolované DNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000

(ThermoFisher Scientific) a fluorescen¢niho spektrofotometru Qubit (Invitrogen).
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Laboratorni postup:

s Do zkumavky s homogenatem bylo piidano 100 ul ATL pufru a 20 ul proteinazy K.

o Zkumavku byla protfepana na vortexu a Spickou pipety byl obsah promichan pro
rozmélnéni peletu.

o Zkumavka byla umisténa do tfepaciho termobloku na noc pti 56 °C a mirném tfepani.

o Do zkumavky byly pfidany 4 ul RNazy A, byla protfepana na vortexu a ponechana
inkubovat po dobu 2 minut pii pokojové teplot¢.

o Ke vzorku bylo ptidano 200 pl AL pufru a vzorek byl ponechan inkubovat po dobu 10
minut pii 70 °C.

o Ke vzorku bylo pomoci pipety ptidano 200 pl absolutniho ethanolu a zkumavka byla
protfepana na vortexu po dobu 15 vtefin a kratce stocena.

o Veskera smés se vzorkem byla opatrné pomoci pipety presunuta do QI4damp Mini spin
kolonky vlozené do 2ml sbéraci zkumavky.

s Sbéraci zkumavka s kolonkou byla umisténa do centrifugy na 1 min/6000 x g a po
stoceni byla kolonka vloZzena do nové Cisté sbéraci 2ml zkumavky.

o Do kolonky bylo pfidano 500 pl odmyvaciho pufru AW1. Centrifugacni krok na 1
minutu pii 6 000 x g byl zopakovan.

s Znovu byla kolonka pfenesena do Cisté sbéraci 2ml zkumavky a bylo ptidano 500 pl
odmyvaciho pufru AW2.

s Kolonka byla umisténa do centrifugy na 3 minuty pti 20 000 x g.

s Po centrifugaci byla kolonka znovuumisténa do nové sterilni sbéraci zkumavku a
centrifuga¢ni krok byl zopakovéan ,na sucho‘ na 1 minutu pii 20 000 x g.

= Po centrifugaci byla kolonka pfemisténa do €isté 1,5ml zkumavky

s Do kolonky bylo pomoci pipety piidano 55 pl eluéniho AE pufru a ponechano
inkubovat po dobu 5 minut pii pokojové teplot¢.

= Po inkubaci byla kolonka vloZena do centrifugy na 1 minutu pfi 6 000 x g.

oV piipadé potieby (nedostate¢na koncentrace DNA) byly elu¢ni kroky opakovany.
Priprava bunéc¢né suspenze
V ptipadé, ze byl dostupny materidl z mozkové tkané, byla pfipravena bunécénad tkan

pro I-FISH analyzu.
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Laboratorni postup:

s Homogenizovand tkan byla pfenesena do centrifugacnich zkumavek a doplnéna
kultivatnim médiem na maximalni objem 6 ml.

o Do zkumavek bylo pfidano 100 pl kolcemidu pro zastaveni bunécného déleni
v metafazi.

o Zkumavky byly umistény do sklizeciho automatu HANABI-PII Plus Metaphase
Chromosome Harvester na sklizeci program s témito kroky:

1. Kultivace s kolcemidem po dobu 1 hodiny, centrifugace a odsati supernatantu.

2. Pfidani 5 ml hypotonického roztoku (0,075 M KCl), inkubace 20 minut,
centrifugace a odsati supernatantu. Hypotonie zptsobi zvétSeni objemu bunék,
popraskéani bunéénych membran.

3. Pfidani 5 ml smési hypotonického roztoku a fixa¢niho roztoku (methanol a
kyselina octovd v poméru 3:1), inkubace 5 minut, centrifugace a odsati
supernatantu.

4. Pfidani 5 ml fixacniho roztoku, inkubace 5 minut, centrifugace a odsati
supernatantu.

5. Fixace a centrifugace opakovana Skrat pro kompletni odstranéni bunécnych
struktur.

sV tomto kroce bylo moZné zpracovanou mozkovou tkan ulozit v lednici pfti teploté 4—7
°C do dalsiho dne.

o Zkumavky byly umistény do centrifugy po dobu 5 minut pii 2 000 rpm.

o Byla odebrana vétsi ¢ast supernatantu a zbytek supernatantu promichan s peletou.

s Vzorek byl doplnén fixaénim roztokem do poZadované hustoty pro pfistroj HANABI
PVI Metaphase Spreader, ktery provedl optimalni rozprostfeni bunééné suspenze na
preparat. S pomoci pfistroje bylo nakapano 100 ul pfipravené bunécné suspenze na
podlozni sklo a ponechano ususit.

o Hustota jader a mnoZstvi metafazi bylo kontrolovano pod svételnym mikroskopem.

o Pro,ostarSeni‘ preparatu pro okamzitou I-FISH analyzu bylo moZné preparaty inkubovat
na histologické plotynce pti 70 °C po dobu 20 minut, nasledn¢ v 0,2 N roztoku HCI
po dobu 5 minut a potom v kyveté s 2x SSC pii 60 °C po dobu 20 minut. V jinych
ptipadech bylo mozné skla ponechat az 1 tyden pii pokojové teploté dostatecné

uschnout.
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I-FISH

Po nakapani bunééné suspenze nadorové mozkové tkané na skla byla provedena hybridizace se

znacenymi sondami.
Laboratorni postup:

o Skla s nanesenou bunécnou suspenzi byly umistény do kyvety s 2xSSC a ta vlozena do
tepelné lazn¢ na dobu 20 minut pii 37 °C.

= Po inkubaci byly vzorky dehydratovany ve vzestupné alkoholové fadé (70%, 85%, 95%
etanol) vzdy po 2 minutach. Takto pfipravena skla byla ponechané uschnout.

o LSI sondy byly po vyjmuti z mrazdku inkubovany pfi pokojové teploté. Sondy firmy
MetaSystems byly pfipravené k pouZiti a bylo jich pouZivano mnozstvi 7 pl na vzorek.
Sondy firmy Abbott Molecular bylo potieba nafedit. Pro tyto sondy byly pfipraveny
hybridiza¢ni smési: 0,5 pl sondy + 2 ul dH>O + 7 pl hybridiza¢niho LSI pufru na vzorek.

o Na histologickou plotnu piedehfatou na 42 °C byly rozlozeny kryci skla
o velikosti 22x22 mm.

s Nakryci skla bylo pomoci pipety preneseno potiebné mnozstvi sondy nebo hybridizaéni
smési.

o Nasledné byla kryci skla pfiloZzena na preparat se vzorkem. Pfipadné bubliny byly
vytlaceny.

= Po celém obvodu krycich skel byl nanesen rubbercement, aby pii hybridizaci nedoslo
k vypateni hybridiza¢ni smési.

s Diamantovym perem byly oznaceny okraje krycich skel na druhé strané skla preparatu
pro lepsi orientaci pii analyze fluorescenénim mikroskopem.

o Skla byla umisténa do automatického hybridiza¢niho bloku (HYBride, TermoBrite,
Abott Molecular) spolecné s navlhcenou bunicinou.

= Hybridizovace probihala pfi programu doporuc¢ovaném vyrobcem pro konkrétni sondy:

o MetaSystems: denaturace pti 75 °C/2 min, hybridizace pti 37 °C/ptes noc
o Abbott Molecular: denaturace pti 73 °C/2 min, hybridizace pti 42 °C/pfes noc
o Druhy den po hybridizaci byla skla z hybridizacniho bloku vyjmuta, rubbercement a

kryci skla byla odstranéna pomoci pinzety.
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= Skla byly vlozeny do specialni kyvety a ta do pfistroje na odmyvani VP 2000 Processor
(Abott Molecular) na pfednastaveny program s témito kroky:
1. 2min/73 °C/ 0,4xSSC + 0,3% NP-40
2. 1 min/pokojova teplota/ 2xSSC/0,1% NP-40
3. 2 min v kazdém kroku/vzestupna alkoholova tada (70%, 85%, 95% ethanol)
o Odmyté preparaty byly ponechany uschnout ve tmé na plotynce ptedehiaté na 42 °C.
o Na preparaty bylo pomoci pipety naneseno 25 pl smési DAPI/Antifade a bylo piiloZzeno
kryci sklo o velikosti 22 x 60 mm. Pfipadné bubliny byly vytlaceny.

o Preparaty byly umistény v tmavé krabi¢ce do mrazaku.
Analyza ve fluorescenénim mikroskopu

Pro vyhodnoceni preparatu byl pouzivan fluorescenni mikroskop Axio Imager 1 (Carl Zeiss).
Spole¢né s druhym nezéavislym pozorovatelem bylo hodnoceno 200 interfaznich jader na
kazdou sondu pfti zvétSeni 1000x s pomoci imerzniho oleje. Pro patologické nalezy byla urcena
tzv. hranice cut-off stanovena na 2,5% buné¢k pro amplifikace a nadpocetné chromosomy a 5%

pro delece a monozomie (Zemanova et al. 2006).
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

MLPA je vyzkumna a diagnostickd molekularni metoda relativni kvantifikace a detekce DNA
sekvenci vyvinutd firmou MRC Holland (Nizozemsko) pro zjiStovani zmén poctu kopii
asociovanych s onemocnénimi (MRC Holland©). Zmény v poctu kopii dokaze detekovat jak
na celych chromozomech, tak v jednotlivych exonech. Muze byt také pouzita pro zjiStovani
zmén v metylaci DNA (MS-MLPA). Smés sond pro MS-MLPA obsahuje navic metyla¢né

specifické sondy, které cili na DNA sekvence obsahujici restrikéni misto pro enzym Hhal.

Pted pouzitim veskerych MLPA smé&si a pufrli byly zkumavky diikladné protfepany na vortexu.
Zkumavky senzymy tfepany nikdy nebyly. Pfipravené reakéni smési s enzymy byly
promichdny pomoci pipety nasatim nahoru a dolu. Zkumavku s ligdzou-65 a polymerazou byly

po vyjmuti z mrazédku podrzeny v dlani po dobu 10 vtefin.
Laboratorni postup:

s Do 0,2ml zkumavek bylo ptidano 5 pl vzorku DNA (optimum je 50-100 ng DNA) nebo
TE puft, pokud se jednalo o no-DNA negativni kontrolu a byly fadné oznaceny. Zde
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byla pouzita DNA izolovand jak z mozkové tkang, tak z periferni krve pacientd jako
referencni vzorky s pfedpoklddanym normalnim poctem kopii sekvenci detekovanych
cilovymi sondami.

Zkumavky byly umistény do termocykleru na denaturacni program:

1. 98 °C/5 minut

2. 25 °C/pauza
Po ujisténi, ze vzorky maji teplotu 25 °C, byly zkumavky vyjmuty z termocykleru.
Byla pfipravena hybridiza¢ni smés a pomoci vortexu a pipety promichéna:

o 1,5 ul MLPA pufru + 1,5 ul smési sond/reakci
Po denaturaci bylo do kazdé zkumavky ptidano 3 pl hybridiza¢ni smési a pipetou
promichano.

Zkumavky byly umistény do termocykleru na tento program:

1. 95°C/1 minuta

2. 60 °C/16-20 hodin
Byla pfipravena ligacni smés a promichana pipetou:

o 25 pl ddH2O + 3 pul ligdzového pufru A + 3 pl ligdzového pufru B +

1 pl ligazy-65/reakci
Po hybridiza¢ni reakci byl termocykler pfepnut na ligacni program:
1. 54 °C/pauza
2. 54 °C/15 minut
3. 98 °C/5 minut

4. 20 °C/pauza
V momenté, kdy termocykler dosahl teploty 54 °C, do kazdé zkumavky bylo pfidano
32 pl ligacni smési. Vzorky nebyly pfi tomto korku vytaZeny z termocykleru. Vse bylo
dikladné promichano pipetou a byl zapnut liga¢ni program od kroku dvé.

Byla pfipravena polymerazova reakéni smés:

o 7,5 ul ddH>O + 2 pl SALSA PCR smési primera + 0,5 polymerazy/reakci
Zkumavky byly vyjmuty z termocykleru a pii pokojové teploté bylo ke kazdému vzorku
ptidano 10 ul polymerdzové smési a nasledné promichano pipetou.

Zkumavky s polymerazou byly vloZeny zpét do termocykleru na PCR program:

1. 35 cykla: 95 °C/30 vtetin; 60 °C/30 vtetin; 72 °C/60 vtetin

2. 72°C/20 minut
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3. 15°C/pauza
= Po PCR reakci byly PCR produkty pfipraveny na fragmentacni analyzu. Bylo mozné je
uskladnit po dobu 1 tydne v -4 °C, popiipad¢ déle pti -20 °C.

Fragmentacni analyza

Prace byla vykonavana v laminarnim boxu, ktery byl pfed zacatkem oSetfen UV svétlem. Pri

veskerém ptidavani vzorkt byl vzorek dvakrat promichan pomoci pipety nasatim nahoru a dolti.
Laboratorni postup:

o Dle mnozstvi vzorkl bylo pomoci pipety pfiddno 12 pl formamidu a 0,3 pl LIZ
velikostniho standardu na vzorek do pozadovaného poctu jamek 96jamkové desticky.
s Do kazdé jamky bylo ptidano 0,8 pul PCR produktu.
o Desticka byla umisténa do termobloku na dobu 3 minut pti 86 °C.
o Po vyjmuti z termobloku byla desticka umisténa do lednice na dobu 2 minut pfi -4 °C.
o Desticka byla po stoceni nasledné vlozena do sekvenatoru SeqStudio (ThermoFisher
Scientific) na pfislusny program:
o proud: 1,6 kV
o cas: 12 vtefin
o doba runu: 1 600 vtefin
o proud pfi runu: 19,5 kV
o setbarviv: G5
o teplota: 60 °C

o Ziskédna data ve formatu .fsa byla analyzovana pomoci programu Coffalyser.Net
Metylaéné specificka (MS) MLPA

Pti priprave vSech reak¢nich smési byla smés vzdy po pfidani posledniho objemu promichéna

pomoci pipety. TotéZ bylo provadéno pfi pfenaSeni smési ke vzorku.
Laboratorni postup:

o Pro kazdy zkoumany vzorek, referencni vzorek, pozitivni kontrolu a negativni kontrolu
byla ptipravena 0,2ml zkumavku.
s Do kazdé zkumavky byl pfidan vzorek izolované DNA ve vypocitaném objemu na 70
ng/ul a doplnén TE pufrem.
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Vsechny zkumavky byly umistény do termocykleru na denatura¢ni program:

1. 98 °C/5 minut

2. 25°C/pauza
Byla piipravena hybridiza¢ni smés: 1,5 ul MLPA pufru + 1,5 pl smési sond/vzorek
Zkumavky byly ztermocykleru vyjmuty a ke kazdému vzorku byly pfidany 3 pl
hybridiza¢ni smési.
Zkumavky byly umistény zpét do termocykleru na hybridiza¢ni program:

1. 95°C/1 minuta

2. 60 °C/16-20 hodin

3. 20 °C/pauza
Byly pfipraveny tfi rizné liga¢ni smési:

o Ligacni smés A: 3 u liga¢niho pufru A + 10 pl ddH20/vzorek.

o Ligazova smés: 8,25 ul ddH>O + 1,5 pl ligacniho pufru B + 0,25 enzymu

ligdza-65/ vzorek
o Ligacné-travici smés: 7,75 pul ddH2O + 1,5 pl ligaéniho pufru B ¢ 0,25 pl
enzymu ligaza-65 + 0,5 ul enzymu SALSA Hhal

Zkumavky byly vyjmuty z termocykleru, ktery byl ponechan pii 20 °C.
Do kazdé zkumavky bylo pfidano 13 pl ligacni smési A. Byl pfipraven novy soubor
zkumavek a z kazdé reakce bylo pomoci pipety pieneseno 10 pl objemu do tadné
oznacené odpovidajici druhé zkumavky. Plvodni fada zkumavek byla znacena jako
prvni MLPA reakce a druhd jako druhd MLPA reakce.
Vsechny zkumavky byly umistény do termocykleru na 48 °C.
Jakmile termocykler dosahnul 48 °C, zkumavky byly ponechany uvnitf a bylo pfidano
10 pl ligdzové smési do kazdé zkumavky prvni MLPA reakce. Do kazdé zkumavky
druhé MLPA reakce bylo pfidano 10 ul liga¢né-travici smési.
Na termocykleru byl spustén ligacni program:

1. 48 °C/30 minut

2. 98 °C/5 minut

3. 20 °C/pauza
Byla pfipravena polymeracni smés: 3,75 ul ddH>O + 1 pl SALSA PCR smési primerti
+ 0,25 pul SALSA polymerazy.
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o Pti pokojové teploté bylo pfidano 5 pl polymeracni smési do kazdé smési (prvni i druhé
MLPA reakce). Zkumavky byly okamzit€ umistény do termocykleru na PCR program:
1. 35 cykla: 95 °C/30 vtetin; 60 °C/30 vtetin; 72 °C/60 vtetin
2. 72 °C/20 minut
3. 15°C/pauza

o Fragmentacni analyza probihala dle stejného protokolu jako pfi metodé MLPA.
aCGH/SNP

Cipova technologie celogenomové hybridizace spojend s analyzou polymorfizmii neboli
aCGH/SNP predstavuje moderni a vykonnou metodu pro analyzu genomickych aberaci. Tato
technologie umoziuje soucasné vysetieni rozsahlych oblasti genomu za uéelem detekce zmén
v poctu kopii DNA a identifikace jednonukleotidovych polymorfismti (SNP). aCGH/SNP
umoznuje detailni mapovani genomickych aberaci, které mohou byt spojeny s riznymi
onemocnénimi, vcetné rakoviny a jinych genetickych poruch. Diky své vysoké rozliSovaci
schopnosti a piesnosti je tato technologie nepostradatelnym ndstrojem v molekularni

diagnostice.

aCGH/SNP byla provadéna pomoci komeréniho kitu a komercnich reagencii firmy Agilent
Technologies. Krom detekce zmén v poctech kopii DNA sekvenci tato metoda umoznila
analyzu SNP a oblasti s absenci heterozygotnosti beze zmény poctu kopii DNA sekvenci neboli

uniparentalni dizomii (UPD).
Laboratorni postup:
1. DEN: Stépeni

o Pro kazdy vzorek izolované DNA byl vypocitan potfebny objem, aby se mnozstvi DNA
v reakci, co nejblize priblizovalo 1000 ng. Stejny vypocet byl proveden pro komeréné
dodané referencni DNA, jejichZ koncentrace byla srovnana s pfifazenym vzorkem
DNA. V ptipad¢ potieby byla referenéni DNA fedéna ddH»O.

s Vypocitané objemy vzorkli DNA i referenci byly pfeneseny do zkumavek.

= Na ledu byla pfipravena Stépici smés: (objemy odpovidaji 8 reakcim, tzn. 1 ¢ipu)

o 17 ul ddH>O
o 22,1 pl 10x RE pufr
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o 1,7ul BSA
o 4,25 ul enzymu Alul
o 4,25 enzymu Rsal
Ke kazdé¢ zkumavce bylo ptadno 5,8 ul sté€pici smeési a nasledné byly vlozeny do tepelné
lazné po dobu 2 hodin pii 37 °C.
Zkumavky byly umstény do termobloku po dobu 20 minut pii 65 °C pro zastaveni
Stépici reakce.
Po inhibici reakce byly zkumavky umistény na led na 5 minut.
Vysledek Stépeni byl ovéen nanesenim 2 pl analyzované a referenéni DNA spole¢né
se 2 ul nanaseciho pufru na 1% agar6zovy gel. Elektroforéza byla spusténa na program:
o 5 minut/60 V
o 50 minut/90 V

2. DEN: znacéeni

Do kazdé reakéni zkumavky bylo pfiddno 5 pul Random Primeru a zkumavky byly
umistény do termobloku na dobu 3 minut pii 98 °C.
Po inkubaci byly zkumavky ptfeneseny na led po dobu 5 minut.
Byla pfipravena znacici smés: (objemy odpovidaji 4 reakcim, tzn. 4 analyzovanym
DNA vzorkiim nebo 4 referenénim DNA vzorkim)

o 8,5 ulddH>O

o 42,5 ul gDNA pufr

o 21,35dNTP

o 12,75 pl barvy Cy3 pro vzorky analyzované DNA nebo CyS5 pro reference

o 4,25 pl enzymu ExoKlenow
Do kazdé zkumavky bylo pfidano 21 pl znacici smési ptislusné barvy a zkumavky byly
ponechany inkubovat v termobloku po dobu 2 hodin pii 37 °C.
Nasledné byly zkumavky umistény do termobloku po dobu 10 minut pii 65 °C pro
zastaveni aktivity polymerdzy a po inkubaci byly zkumavky umistény na led.
Pro ptecisténi znacené DNA byl vyuzit komeréni kit SureTag DNA Labelling Kit
(Agilent Technologies).
Do kazdé zkumavky bylo ptidano 430 ul TE pufru.
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Cely objem kazdé zkumavky byl pienesen na purifika¢ni kolonku vlozenou do 2ml
sbérné zkumavky.

Zkumavky byly vlozeny do centrifugy na 10 minut pii 14 000g.

Eluaty byly vyhozeny a do kazdé zkumavky bylo ptidano 480 ul TE pufru. Zkumavky
byly umistény zpét do centrifugy na 10 minut pti 14 000 g.

Eluaty byly znovu vyhozeny a kolonky byly umistény dnem vzhiru do nové sbérné
zkumavky.

Zkumavky byly umistény do centrifugy na dobu 1 minutu pii 1000 g.

Vysledny objem piecisténé gDNA byl idedln€ v rozmezi 22 — 24 ul. Pokud tak nebylo,
objemy byly opdafovany na pozadovany objem ve vakuové odparce.

Pomoci spektrofotometru (NanoQuant Infinite M200 Microplate Reader, Tecan) byla
ovéfena miru inkorporace fluorescencni barvy do vzorku. Diky zjisténé absorbanci byla
vypoctena specifickd aktivita znaCenych vzorktl (specificka aktivita = pmol/pl;

fluorescencni barvivo/pug na pl gDNA).
3. DEN: hybridizace

Bylo pteneseno 20 pl fluorescenéné znacené DNA kazdého vySetfovaného vzorku do
nové zkumavky a pfiddno dané mnozstvi fluorescenéné znacené referenéni DNA do
kone¢ného objemu 40 pl.
Do kazdé zkumavky bylo pfidano 5,5 ul Cot-1 DNA + 11,5 pul aCGH blokovaciho
¢inidla + 60 ul HI-RPM hybridiza¢niho pufru.
Zkumavky byly umistény do termobloku na program:

1. 3 min/98 °C

2. 30 min/37 °C
Tésnici sklicko (gasket slide) bylo umisténo do hybridiza¢ni komirky Agilent SureHyb
(Agilent Technologies).
Cely objem kazdé hybridiza¢ni smési vzorku a referenéni DNA byl pfenesen na
pfisluSné vyznacené misto na sklicku. Na tésnici sklicko byl umistén aktivni stranou
mikroCip SurePrint G3 Cancer CGH+SNP Microarray (Agilent Technologies).
Hybridiza¢ni komtirku byla uzaviena.
Komirku byla pfenesena do hybridiza¢ni pece Microarray Hybridization Oven (Agilent

Technologies) na dobu 22 hodin pti 67 °C a rychlosti otaceni 20 rpm.

51



4. DEN: skenovani

Byly pfipraveny promyvaci pufry:

o pufr 1 do dvou kyvet o teploté 20-22 °C

o pufr2 v jedné kyvet¢ o teploté 37 °C
Hybridiza¢ni komtrka byla oteviena pod hladinou promyvaciho pufru 1, mikro€ip byl
z tésniciho sklicka odstranén a vlozen do druhé kyvety promyvaciho pufru 1 po dobu 5
minut.
Nasledné byl mikro€ip pienesen do promyvaciho pufru 2 po dobu 1 minuty pii 37 °C.
Z promyvaciho pufru 2 byl mikro€ip piesunut do skeneru SureScan Dx Microarray
Scanner (Agilent Technologies). Skenovani probihalo na Ustavu biologie a lékatské
genetiky (Purkyniv ustav, Albertov 4, Praha).
Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Agilent Cytogenomics (Agilent

Technologies).
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9. Vysledky

Do vySetfovaného souboru byla zafazeni pacienti, ktefi spliiovali nasledujici kritéria:
1) histologicky potvrzena diagnéza difizniho gliomu s nejméné dvéma chirurgickymi odbéry
nadorové tkané, 2) dostatek materialu v archivu laboratore CNC VFN a 1. LF UK. Jednalo se
bud’ o archivovanou nadorovou tkan, fixovanou bunéénou suspenzi nebo jiz izolovanou DNA
z nadorové tkané. Mezi lety 2004 a 2023 tyto parametry splnilo 26 pacientli. Pacienti byli
rozde¢leni do ti1 skupiny dle histologické diagnozy pti prvnim odbéru. Zakladni klinické data
téchto pacientli ukazuje Tab. 3. Soubor obsahuje 13 Zen a 13 muZzi s medianem véku 42,5 let
(rozmezi 27-76 let). Nejcastéjsi vékovou skupinou byli pacienti do 60 let véku. Celkem bylo
analyzovano 15 pacientl s astrocytarnim tumorem, Ctyfi pacienti s oligodendroglidlnim
tumorem a sedm pacientli s primarnim glioblastomem. Zastoupeni zdkladnich subtypt

difuznich gliomu a vékové rozdéleni souboru pacientti ukazuji Obr. 9 a 10.

Vék
ID Pohlavi v dobé Histologicka diagnoza Grade
vySetieni
Astrocytomy
1A . 27 Fibrilarni astrocytom 2
Zena
1B 37 Anaplasticky astrocytom 3
2A 50 Difuzni astrocytom 2
2B Zena 56 Sekundarni glioblastom 4
2C 59 Difuzni astrocytom 2
3A 32 Gemistocytarni astrocytom 2
3B 38 Difuzni astrocytom 2
Muz
3C 39 Anaplasticky astrocytom 3
3D 40 Sekundarni glioblastom 4
4A . 36 Anaplasticky astrocytom 3
Zena
4B 37 Anaplasticky astrocytom 3
6A 56 Anaplasticky astrocytom 3
Muz
6B 58 Glioblastom, IDH - wt 4
7A . 35 Difuzni astrocytom 2
Zena —
7B 39 Anaplasticky oligoastrocytom 3
8A 43 Difuzni astrocytom 2
Muz
8B 48 Anaplasticky astrocytom 3
9A Muz 33 Difuzni astrocytom 2
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9B 38 Difuzni astrocytom 2

10A 27 Difuzni astrocytom 2

10B Zena 30 Diftzni astrocytom 2

10C 32 Anaplasticky astrocytom 3

14A . 76 Difuzni astrocytom 2
Zena

14B 77 Glioblastom, IDH-wt 4

19A 42 Anaplasticky astrocytom 3

19B Muz 43 Anaplasticky astrocytom 3

19C 44 Glioblastom, IDH-wt 4

20A 39 Difuzni astrocytom 2
Muz

20B 41 Difuzni astrocytom 2

24A . 40 Difuzni astrocytom 2
Zena

24B 43 Anaplasticky astrocytom 3

25A 33 Difuzni astrocytom 2
Muz

25B 39 Sekundarni glioblastom, IDH-mutovany 4

26A . 32 Difuzni astrocytom 2
Zena

26B 33 Anaplasticky astrocytom 3

Oligodendrogliomy

5A 5 68 Anaplasticky oligodendrogliom 3
ena

5B 68 Glioblastom, IDH-wt 4

13A . 52 Oligoastrocytom 2

Zena - - -

13B 56 Anaplasticky oligodendrogliom 3

18A . 30 Oligodendrogliom 2
Zena

18B 32 Oligodendrogliom 2

23A 42 Oligodendrogliom 2
Muz

23B 48 Anaplasticky oligodendrogliom 3

Primarni glioblastomy

11A Muz 53 Primarni glioblastom, IDH-wt 4

11B Muz 53 Primarni glioblastom, IDH-wt 4

12A 53 Glioblastom, IDH-wt 4
Muz

12B 54 Difuzni astrocytom 2

15A M 50 Primarni glioblastom, IDH-wt 4
uz

15B 51 Primarni glioblastom, IDH-wt 4

16A 5 65 Primarni glioblastom, IDH-wt 4
ena

16B 66 Primarni glioblastom, IDH-wt 4

17A Zena 58 Primarni glioblastom, IDH-wt 4
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17B 60 Primarni glioblastom, IDH-wt 4
21A 5 75 Primarni glioblastom, IDH-wt 4
21B Muz 75 Primarni glioblastom, IDH-wt 4
22A Mus 60 Primarni glioblastom, IDH-wt 4
22B 61 Primarni glioblastom, IDH-wt 4

Tabulka 3: Seznam pacienti se zakladnimi klinickymi tdaji. Rozdéleni na 3 zakladni subtypy na zakladé

diagnozy v dobé prvniho odbéru. Pacient je oznacen ¢islem a pismena A-D oznauji jednotlivé odbéry

v chronologickém potadi. Pfipona IDH-wt oznacuje nalez bez mutace IDHI genu.

Obrazek 9: Procentualni zastoupeni subtypu diftiznich gliomu ve vySetifovaném souboru. Rozdéleni do

M Astrocytomy

M Oligodendrogliomy M Primarni glioblastomy

skupin bylo provedeno na zaklad¢ diagnézy v dobé prvniho odbéru.

Obrazek 10: Procentualni zastoupeni vékovych rozmezi ve vySetifovaném souboru. Vék v dobé prvniho

odbéru.

42%

@ 20-40 let

42%

41-60 let m@61-80 let
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Vysledky I-FISH

U vSech 26 pacientll (tj. u 57 vzorkti nadorové tkan¢) bylo provedeno vySetfeni I-FISH
s vyuzitim zékladniho gliomového panelu. Panel se skladd z lokus specifickych a
centromerickych DNA sond pro detekci nejCastéjSich chromozomovych aberaci gliomt. V
panelu se nachézi ¢tyii sondy, viz Tab. 4. Pro nékteré pacienty byly jiz vysledky celého nebo
¢asteCného panelu dostupné a pro 32 vzorkli byla provedena I-FISH zbyvajicich sond
z archivovaného materialu. Obr. 11 a 12 ukazuji schématické znazornéni jednotlivych DNA
sond v pouZitém gliomovém panelu. Obr. 13 ukazuje ptiklady patologickych nalezli n€kterych

DNA sond.

Nazev sondy Vyrobce Cilova oblast

CHD?S lokus 1p36 (383 kb) — Cerveny signal

XL 1p36/1q25 del MetaSystems©
ABL?2 lokus 1925 (565 kb) — zeleny signal

GLTSCRI a GLTSCR?2 lokusy 19q13 (581 kb) — Cerveny
XL 19p/19q del MetaSystems© signal
lokus 19p13 (492 kb) — zeleny signal

lokus 7p11.2 (328 kb) — Cerveny signal

XL EGFR amp MetaSystems©
lokus 7p11.1 - q11.1 — zeleny signal
LSI PTEN (109q23) / CEP Abbott lokus 10923 (368 kb) — ¢erveny signal
10 Dual Color Probe Set Molecular© centromericka oblast chromozomu 10 — zeleny signal

Tabulka 4: Seznam lokus specifickych a centromerickych DNA sond zahrnutych v zékladnim gliomovém panelu.
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Obriazek 11: Schéma znazoriujici cilové oblasti sond na chromozomech 1 a 19. A: Schéma ukazuje lokus

specifickou sondu pro oblasti 1p36 (Cervena barva) a 1q25.2 (zelena barva). B: Schéma ukazuje lokus specifickou

sondu pro oblasti 19p13.2 (zelena barva) a 19q13.3 (Cervena barva). Na pravé strané obrazku je vzdy vynesen

ideogram daného chromozomu a vlevo od n&j zvétSeny cilové oblasti s popisy lokusi. (Pfevzato z webu

spole¢nosti MetaSystems©)
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alpha satellite
SpectrumGreen
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SpectrumOrange
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Obrazek 12: Schéma znazoriiujici cilové oblasti sond na chromozomech 7 a 10. A: Schéma ukazuje sondu pro

detekci amplifikace genu EGFR (7pl1.2, Cervena barva) a centromery chromozomu 7 (7p11.1q11.1, zelend barva)

od firmy MetaSystems©. Na pravé strané obrazku je vynesen ideogram chromozomu 7 a vlevo od néj zvétsena

cilova oblast s popisy lokust. B: Schéma ukazuje sondu pro detekci genu PTEN (10923, ¢ervena barva) a oblasti

centromery chromozomu 10 (10p11.1q11.1, zelena barva) od firmy Abbott Molecular©. Zde je ideogram daného

chromozomu na levé strané obrazku a barvy oznacuji cilové oblasti. (Pfevzato z webu spole¢nosti MetaSystems©

a Abbott Molecular©)

Vysledky I-FISH vySetfovaného souboru shrnuje Tabulka 3. Pro 7 vzorki (odbéry 1A, 3D, 8B,

18A a 25A) nebylo mozZné provést analyzu z jednoho ze dvou ditvodii: a) netispéSné hybridizace

sondy se vzorkem a zaroven nedostatek materidlu, b) nedostatek nadorovych bunck

v archivovaném vzorku. V Tabulce 3 jsou tyto pfipady oznaceny jako ,Neprovedeno‘.

D XL 1p36/1q25 del XL 19p/19q del XL EGFR amp LSI PTEN / CEP 10
Astrocytomy
monozomie 10
1A | neprovedeno neprovedeno tetrazomie 7 (79,5%)
(8%)/polyploidie (69%)
1B | polyploidie (17,5%) polyploidie (20%) polyploidie (52,5%) polyploidie (61,5%)
2A | delece 1p36 (24%) delece 19q13 (29,5%) normalni nalez normalni nalez
2B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
2C | delece 1p36 (32,5%) delece 19q13 (41,5%) normalni nalez normalni nalez
3A | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
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3B | normalni nalez delece 19q13 (8,5%) trizomie 7 (7%) trizomie 10 (2,5%)
3C | normalni nalez normalni nalez trizomie (5,5%) normalni nalez
3D | neprovedeno neprovedeno normalni nalez normalni nalez
delece 1p36 trizomie 7
delece 19q13 ) o
4A | v tetraploidii (5 o (3,5%)/tetrazomie 7 polyploidie (17,5%)
o v polyploidii (17 %)
%)/polyploidie (5,5%) (14,5 %)
4B | normalni nalez normalni nalez trizomie 7 (16 %) normalni nalez
trizomie 7 s amplifikaci
_ EGFR ,
6A | delece 1p36 (75%) trizomie 19 (67,5%) ) monozomie 10 (94,5%)
(61,5%)/amplifikace
EGFR (16,5 %)
6B | normalni nalez normalni nalez trizomie 7 (16,5%) monozomie 10 (19%)
7A | tetrazomie (10%) tetrazomie (7,5%) trizomie 7 (37,5%) tetrazomie 10 (4%)
7B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
8A | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
8B | normalni nalez normalni nalez neprovedeno normalni nalez
9A | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
9B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
trizomie 7 trizomie 10
10A | tetrazomie 1 (24%) tetrazomie 19 (42,5%) (5%)/tetrazomie 7 (9%)/tetrazomie 10
(14,5%) (15%)
10B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
10C | normalni nalez normalni nalez trizomie 7 (5%) normalni nalez
trizomie 7 s amplifikaci
. EGFR .
14A | normalni nalez tetrazomie 19 (7,5%) ) monozomie 10 (56,5%)
(54,5%)/amplifikace
EGFR (13,5%)
trizomie 7 s amplifikaci )
14B | normalni nalez normalni nalez monozomie 10 (4,5%)
EGFR (10,5%)
o amplifikace EGFR )
19A | normalni nalez trizomie 19 (63%) monozomie 10 (90%)
(95%)
amplifikace EGFR i
19B | tetrazomie 1 (11,5 %) trizomie 19 (12,5 %) monozomie 10 (15 %)
(25%)
amplifikace EGFR
19C | normalni nalez trizomie 19 (27,5 %) (45%)/tetrazomie 7 monozomie 10 (40%)
(2,5%)
20A | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
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20B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
24A | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
delece 1p36
(2,5%)/delece 1p36
24B tetrazomie 19 (2,5%) tetrazomie (5%) tetrazomie (6%)
v tetraploidii
(2%)/tetrazomie 1 (5%)
25A | delece 1p36 (59,5%) neprovedeno normalni nalez normalni nalez
25B | normalni nalez normalni nalez tetrazomie (6,5 %) normalni nalez
26A | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
26B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
Oligodendrogliomy
SA | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
5B | normalni nalez normalni nalez trizomie 7 (5%) normalni nalez
13A | delece 1p36 (6,5%) delece 19q13 (6,5%) normalni nalez normalni nalez
delece 1p36
13B | (52%)/delece 1p36 delece 19q13 (68%) normalni nalez normalni nalez
v tetraploidii (3,5%)
18A | normalni nalez normalni nalez neprovedeno normalni nalez
18B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
23A | delece 1p36 (16,5%) delece 19q13 (13,5%) tetrazomie 7 (10%) tetrazomie 10 (4%)
delece 1p36 delece 19q13
23B | (17,5%)/delece 1p36 (13%)/delece 19q13 normalni nalez normalni nalez
v tetraploidii (8,5%) v tetraploidii (11%)
Primarni glioblastomy
11A | delece 1q25 (41%) trizomie 19 (55%) trizomie 7 (44%) monozomie 10 (71%)
monozomie 10 s deleci
PTEN
11B | monozomie 1 (3%) trizomie 19 (10%) trizomie 7 (25%)
(15%)/monozomie 10
(30%)
trizomie 7 s amplifikaci
12A | normalni nalez normalni nalez EGFR (9%)/amplifikace | monozomie 10 (9%)
EGFR (2,5%)
trizomie 7
12B | normalni nalez normalni nalez (7%)/amplifikace EGFR | monozomie 10 (14%)

(2,5%)
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monozomie 10
) s bialelickou deleci
amplifikace EGFR
I5A | normalni nalez normalni nalez PTEN
(75%) ]
(18%)/monozomie 10
(59,5%)
trizomie 7 s amplifikaci
. EGFR .
15B | tetrazomie 1 (3%) normalni nalez ) monozomie 10 (45%)
(13%)/amplifikace
EGFR (60%)
. ) monozomie 10
trizomie 7 s amplifikaci
s bialelickou deleci
EGFR
16A | normalni nalez trizomie 19 (5%) ) PTEN
(46,5%)/amplifikace ]
(7,5%)/monozomie 10
EGFR (43,5%)
(81,5%)
trizomie 7 s amplifikaci
parcialni trizomie 1q25 ) ) EGFR )
16B trizomie 19 (25%) ) monozomie 10 (42%)
(24,5%) (38%)/amplifikace
EGFR (15%)
trizomie 7 s amplifikaci
17A | normalni nalez trizomie 19 (20%) monozomie 10 (46,5%)
EGFR (80,5%)
amplifikace EGFR
17B | normalni nalez normalni nalez monozomie 10 (30%)
(30%)
21A | normalni nalez normalni nalez trizomie 7 (2,5 %) normalni nalez
21B | normalni nalez normalni nalez normalni nalez normalni nalez
trizomie 7
22A | tetrazomie 1 (3,5%) tetrazomie 19 (6,5%) (2,5%)/amplifikace monozomie 10 (5%)
EGFR (20%)
trizomie 7 monozomie 10
22B | normalni nalez normalni nalez (10%)/amplifikace (10%)/delece PTEN
EGFR (18%) (5%)

Tabulka 5: Souhrn patologickych nalezii metodou I-FISH. V zavorce je uvedena velikost klonu v procentech.

Astrocytomy

Celkem bylo metodou I-FISH vySetfeno 15 nemocnych s astrocytomem, z toho ¢tyfi nemocni

disponovali tfemi a vice odbéry (pacienti ¢.2, 3, 10 a 19). Patologicky nalez alesponl jedné

z pouzitych DNA sondy byl prokédzan v deviti diagnostickych vzorcich. Pro opakované odbéry

byl patologicky nélez alesponi jedné z DNA sond u osmi nemocnych.
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Ptitomnost polyploidnich klond nadorovych bunék spoleéné s dal§imi chromozomalnimi
zménami byla prokdzana ve ¢tyfech diagnostickych vzorcich (1A, 4A, 7A a 10A) a v jednom
vzorku z opakovaného odbéru (24B). V jednom diagnostickém vzorku (1B) byla nalezena
polyploidie bez jinych chromozomalnich zmén. Za polyploidii byla povazovéana detekce tii a

vice fluorescencnich signalt pro kazdou DNA sondu pouzitou na dany odbér.

Delece oblasti 1p36 byla detekovana ve ctyfech diagnostickych vzorcich (2A, 4A, 6A a25A) a
pouze ve dvou vzorcich z opakovanych odbért (2C a 24B). U pacientt ¢.4, 6 a 25 klon s deleci
oblasti 1p36 vymizel. Jedenkrat se klon s deleci 1p36 objevil poprvé az ve vzorku z
opakovaného odbéru, kdy nador pacientky ¢.24 postoupil z difizniho astrocytomu druhého
stupné na stupen tfeti. U dvou nemocnych byla delece 1p36 detekovéana spolecné s deleci

oblasti 19q13. Jednalo se o a diagnosticky vzorek pacientky ¢.4. a dva odbéry pacientky ¢.2.

Patologické nalezy detekovany sondou XL [9p19q del byly bud delece oblasti 19q13
(detekovany u tii pacientl v odbérech 2A, 2C, 3B a 4A) anebo trizomie chromozomu 19
(detekovana u dvou pacientii v odbérech 6A, 19A, 19B a 19C). U pacienta €.6 klon s trizomii
chromozomu 19 vymizel, i pies relativné velky ptivodni klon v diagnostickém vzorku (67,5%).
Taktéz klony s deleci oblasti 19q13 vymizely u opakovanych odbérii pacientii ¢.3 a 4. Zde byly

puvodni klony velikostné mensi, 8,5% a 17%.

Trizomie chromozomu 7 byla nalezena celkem pétkrat v diagnostickych vzorcich (4A, 6A, 7A,
10A a 14A), z toho dvakrat (6A a 14A) v klonu soucasné¢ s amplifikaci EGFR genu. Ve vzorcich
z opakovanych odbért byla trizomie chromozomu 7 detekovéna Sestkrat (3B, 3C, 4B, 6B, 10C
a 14B), z toho jednou v klonu spole¢né s amplifikaci EGFR genu (14B). U pacienta ¢.3 se
poprve klon s trizomii 7 objevil az ve dvou opakovanych odbérech a pii ¢tvrtém odbéru nebyl
znovu detekovan. U pacientky ¢.7 klon s trizomii chromozomu 7 vymizel ve vzorku
z opakovaného odbeéru, i pfes postup onemocnéni do gliomu vyssiho fadu. Nadorové klony s
amplifikaci EGFR genu bez trizomie chromozomu 7 byly nalezeny pouze ve dvou
diagnostickych vzorcich (6A al4A) a v jejich nasledujicich odbérech tyto klony vymizely. U

pacienta ¢. 19, jehoZ onemocnéni postoupilo az do glioblastomu ctvrtého stupné, byla

amplifikace EGFR genu detekovana pii vSech odbérech.

Monozomie chromozomu 10 byla detekovana ve Etyfech diagnostickych vzorcich (1A, 6A, 14A

a 19A). Znovu ve vzorcich z opakovanych odbérii byla detekovéana u pacientti €.6, 14 a 19. U
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pacientky ¢€.1 byl ptivodni klon maly (8%) a pfi opakovaném odbéru, kdy nadoru postoupil
z gliomu druhého stupné€ na stupen teti, nebyl znova detekovan. Sondou LSI PTEN (10q23) /
CEP 10 byla detekovana také trizomie chromozomu 10 v nizkofrekvencnich klonech, a to
v odbérech 3B a 10A. Oba odbéry byly histologicky diagnostikovany jako difuzni astrocytomy

druhého stupné.
Oligodendrogliomy

Celkem byli vySetfeni Ctyfi nemocni s oligodendrogliomem. Patologicky nalez alespon jedné
z pouzitych DNA sond byl prokazan ve dvou diagnostickych vzorcich (13A a 23A) a ve tfech
vzorcich z opakovanych odbérii (5B, 13B a 23B). U této skupiny nemocnych nebyla prokazana
celkova polyploidie, pouze polysomie jednotlivych chromozomii. Pacient ¢.18 vykazoval
normalni néalez pro vSechny Ctyfi sondy v diagnostickém i opakovaném vzorku (chybi
informace o stavu chromozomu 7 pro odbér 18B, jelikoZ nebyla hybridizace DNA sondy se

vzorkem nebyla uspésnad).

Typicka kodelece oblasti 1p36 a 19q13 pro oligodendrogliomy byla detekovdna pouze u dvou
ze Ctyf pacientd (¢.5 a 23). Ve vzorku zopakovaného odbéru pacienta ¢.5, u jejz
se oligodendrogliom tfetiho stupné vyvinul do glioblastom ¢tvrtého stupné, byla nalezena také

trizomie chromozomu 7 v nizkofrekven¢nim klonu (5%).

Sondou LSI PTEN (10g23) / CEP 10 nebyly v této skupiné¢ nemocnych detekovany vyznamné

zmény.
Primarni glioblastomy

Celkem bylo metodou I-FISH vySetieno sedm nemocnych s primarnim glioblastomem.
Patologicky nalez alespoinl jedné z pouZzitych DNA sond byl prokazan u vSech pacientt, a to
nejcastéji pomoci sond XL EGFR amp a LSI PTEN (10g23) / CEP 10. Jednalo se o klony se
samostatnou trizomii chromozomu 7 nebo klony se soucasnou amplifikaci EGFR genu a klony
s monozomii chromozomu 10. Mezi dalsi detekované aneuploidie pattily:
a) trizomie chromozomu 19, které byly detekovany u tfi pacientd (C.11, 16 a 17) a b)
monozomie chromozomu 1, ktera byla detekovana pouze jedenkrat v nizkofrekvencnim klonu

(3%) ve vzorku z druhého odbéru pacienta ¢.11.
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Pacient ¢.11 vykazoval patologicky nélez pro vSechny pouzité DNA sondy. Nadorové buiky
nesly nésledujici aberace — delece oblasti 1q25, trizomie chromozoml 7 a 19 a monozomie
chromozomu 10. Pii recidivé nddoru se objevila navic monozomie chromozomu 1 a také

bialelickd ztrata genu PTEN.

U pacienta ¢.12 metoda I-FISH neprokazala zmény na chromozomech 1 a 19 v prvnim ani
druhém odbéru. V diagnostickém vzorku byly prokazany klony s monozomii chromozomu 10
a zménami na chromozomu 7 — konkrétné klony s trizomii 7 se soucasnou amplifikaci EGFR
genu a klony se samostatnou amplifikaci EGFR bez trizomie. Ve vzorku z druhého odbéru byly
detekovany samostatné klony s trizomii 7 anebo amplifikaci EGFR genu, zatimco klony se

soucasnou trizomii 7 a amplifikaci EGFR genu byly eliminovany.

Pacient ¢.15 také vykazoval zmény pouze na chromozomech 7 a 10. V diagnostickém vzorku
to byla amplifikace EGFR a dva rizné klony — jeden pouze s monozomii chromozomu 10 a
druhy s monozomii 10 soucasné s bialelickou ztratou genu PTEN. Ve vzorku z druhého odbéru
ptibyly klony se sou€asnou trizomii 7 a amplifikaci genu EGFR, zatimco klony s monozomii

10 se soucasnou bialelickou deleci genu PTEN nebyly detekovany.

U pacienta €.16 se po normalnim nélezu v prvnim odbéru objevila parcidlni zisk oblasti 1925
ve vzorku zdruhého odbéru. Déle byly v obou odbérech detekovany klony s trizomii
chromozomu 19, klony se soucasnou trizomii 7 a amplifikaci EGFR a klony se samostatnou
amplifikaci EGFR bez trizomie. Ve vzorku z druhého odbéru nebyl detekovan klon s
monozomii 10 a soucasné s bialelickou ztratou genu PTEN. Byla zde detekovana pouze

monozomie chromozomu 10.

Pacient ¢.17 se nalezy v prvnim odbéru lisil od vzorku z druhého odbéru ztratou klonu
s trizomii chromozomu 19 a klonu se souc¢asnou trizomii 7 a amplifikaci EGFR genu. Klony se
samostatnou amplifikaci EGFR genu a monozomii chromozomu 10 ve vzorku z druhého

odbéru ztistaly.

U pacienta ¢.21 byl detekovan normélni nalez az na nizkofrekvencni klon s trizomii 7
v diagnostickém vzorku. Vzorek z opakovaného odbéru vykazoval normalni profil pro vSechny

pouzit¢ DNA sondy.
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Pacient ¢.22 vykazoval tetrazomie pro chromozomy 1 a 19 v diagnostickém vzorku spolecné
s nasledujicimi klony: s trizomii 7, s amplifikaci EGFR a s monozomii 10. Jeho druhy odbér se

1i$il norméalnim nalezem na chromozomech 1 a 19 a nabytim nového klonu s deleci genu PTEN.

A

Obrazek 13: Ukazka patologickych nalezii pouZitych DNA sond gliomového panelu. A: dvé nadorové

buiiky s monozomii chromozomu 1 (jeden erveny a jeden zeleny signal), detekovano sondou LSI PTEN / CEP
10 ; B: dvé nadorové buniky s trizomii chromozomu 19 (tfi Cervené a tfi zelené signaly), detekovano sondou XL
19p/19q del; C: dve€ nadorové buiiky s trizomii chromozomu 7 (tfi zelené signaly) spole¢né s amplifikaci EGFR

genu (roztrouSeny cerveny signal), detekovano sondou XL EGFR amp.

Souhrnné vysledky a analyza klonalniho vyvoje

VSsichni nemocni byli déle vySetfeni metodou aCGH/SNP pro detekci nebalancovanych zmén
a oblasti se ztratou heterozygotnosti neboli s uniparentalni dizomii (UPD). Pro vétSinu pacientii
byly jiz vysledky dostupné z databazi laboratore CNC VFN a 1. LF UK a pro sedm vzorki byla
aCGH/SNP provedena zarchivovaného materidlu. aCGH/SNP pfispéla k odhaleni
mikroskopickych zmén v genomu gliomil a k urceni zlomovych mist a rozsahii strukturnich

aberaci. Pomoci aCGH/SNP analyzy jsme byli schopni porovnat genomové profily
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diagnostickych vzorki a vzorki z opakovanych odbért. Hledali jsme chromozomové aberace,

které by mohly byt davany do souvislosti s progresi onemocnéni.

K vysledkiim aCGH/SNP metody byly pfidany parametry zjisténé metodou (MS-)MLPA. Tyto
vysledky byly jiz v databézich laboratofe dostupné pro kazdy odbér. Jednd se primarné o
mutacéni stav /DHI genu, stav CDKN2A4/B lokusu a metyla¢ni stav promotoru MGMT genu,
jelikoz jsou to vyznamni prognosticti ukazatelé. Vysledky metod aCGH/SNP a (MS-)MLPA
byly porovnavany jako celek spole¢né s vysledky I-FISH pro provedeni komplexni analyzy
genomovych profild gliomi a jejich rozdild mezi diagnostickymi vzorky a vzorky z
opakovanych odbérii pii progresi onemocnéni. Souhrnny ptehled patologickych nalezi ve

vySetfovaném souboru shrnuji Tabulky P1-P3 v Ptiloze.

Na zéklad¢ detekovanych aberaci byl pacientiim ptifazen typ klonalniho vyvoje, viz Tab. 6. Za
linearni vyvoj jsme povazovali evoluci nadoru, ve které byla zjiSténa pouze akumulace novych
aberaci, ale zddné nevymizely. Za druhy typ klonédlniho vyvoje, tedy za divergentni evoluci,
jsme povazovali takové nadory, ve kterych bylo detekovéano vicero riiznych klonti nddorovych
bun¢k v diagnostickém a opakovaném vzorku. To znamend, ze pfi opakovanych odbérech
vymizely nékteré aberace, které byly ptfitomny pii prvnim odbéru. Ve vySettovaném souboru
pacienti bylo zhodnoceno 20 pacientll s divergentnim klondlnim vyvojem a 6 pacientl
s linedrnim vyvojem (viz Obr. 14). Byli vybrani tfi pacienti k detailnimu popisu klonalniho

vyvoje a progrese jejich onemocnéni.

ID Typ klonalniho vyvoje
Astrocytomy

1 divergentni
2 divergentni
3 divergentni
4 divergentni
6 divergentni
7 divergentni
8 divergentni
9 divergentni
10 divergentni
14 linearni
19 divergentni
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20 divergentni

24 divergentni
25 divergentni
26 linearni
Oligodendrogliomy

5 linearni
13 linearni
18 linearni
23 linearni

Primarni glioblastomy

11 divergentni
12 divergentni
15 divergentni
16 divergentni
17 divergentni
21 divergentni
22 divergentni

Tabulka 6: Typy klonalniho vyvoje nadoru nemocnych ve vysetiovaném souboru.

m linedrni = divergentni

Obrazek 14: Pocetni zastoupeni nemocnych ve vySetifovaném souboru dle typu klonalniho vyvoje.

Astrocytomy

Vtéto skupiné nemocnych bylo porovnavano 15 nemocnych s astrocytomem.
Souhrnné Tab. 7 ukazuje patologické nalezy na jednotlivych ramenech chromozomi 1 az 22 a
celych chromozomech X a Y, ddle mutacni stav /IDHI genu a metyla¢ni stav pMGMT.

Obr. 16 a 17 ukazuji frekvenci patologickych nalezl na jednotlivych ramenech chromozomt 1
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az 22 a celych chromozomech X a Y. Dale Obr. 18 a 19 schematicky znazornuji frekvence a
rozsahy vSech detekovanych patologickych zmén v souboru nemocnych s astrocytomem na

ideogramech vSech 23 chromozomi.

Pozitivni ndlez mutace R132H genu IDH1 byl prokazéan u deseti pacientt (¢.1-4, 8-10, 24-26)
ve vSech jejich odbérech. U pacienti ¢€.6, 7, 14, 19 a 20 mutace IDH prokazana nebyla. U tfi

z nich (€.6, 14 a 19) onemocnéni nakonec postoupilo do glioblastomu ¢tvrtého stupné.

Hypermetylace promotoru MGMT genu byla nalezena ve 13 diagnostickych vzorcich.
V diagnostickych odbérech 2A a 14A nebyla prokazana, ale pti opakovanych odbérech téchto
pacientli byla jiz detekovéna. Jedenkrat ve vzorku z opakovaného odbéru hypermetylace
pMGMT vymizela, a to u pacienta ¢.20 s diagndézou difizniho astrocytomu druhého stupné.

Tento pacient vykazoval normalni profil aCGH/SNP pfi jeho prvnim i druhém odbéru.

Hypermetylace promotoru genu MLH3 (pMLH3) byla detekovana ctyfikrat v diagnostickych
vzorcich (1A, 8A, 10A a 25A). Znovu se hypermetylace potvrdila jen u pacientky ¢.1 pfi
opakovaném odbéru, pti opakovanych odbérech pacientt ¢.8, 10 a 25 hypermetylace pMHL3
vymizela. Jako nova zména se hypermetylace objevila pfi opakovanych odbérii u dvou pacient

(2B a 4B).

Obr. 18 a 19 naznacuji, Ze detekované zmeény na chromozomech 7, 10, 12, 17, 18, 19, 20 a 21
se vyrazné¢ neliSily mezi diagnostickymi vzorky a vzorky zopakovanych odbéri. Na
chromozomu 17 to byla nejcastéji ztrata heterozygotnosti, chromozom 7 vykazoval nejcastéji
zisky a chromozom 10 zase ztraty. Na chromozomu 19 byly pfi obou odbérech detekovany
zisky (Casto celého chromozomu) a ztraty (krat$i delece na dlouhém ramenu). Ztraty celého
chromozomu 19 se objevily aZ ve vzorcich z opakovanych odbérli. Na chromozomech 12, 18,

20 a 21 dochazelo ke komplexnim piestavbam rtizného rozsahu.

Chromothripse byla detekovana jen jedenkrat, a to v obou odbérech pacientky ¢.26. Ukazuje ji

Obr. 14.
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Obrazek 15: Ukazka chromothripse chromozomu 13 u pacientky ¢.26 detekovana aCGH/SNP array.

Pti porovnani s diagnostickymi vzorky, Obr. 17 a 18 vykazuji patrny trend ve vyrazném nabyti
novych komplexnich aberaci s progresi onemocnéni na chromozomech 5, 9, 11, 13, 15, 16 a
22. Na chromozomu 5 byly pii progresi onemocnéni detekovany cCastéji zisky na kratkému
ramenu a ztraty na dlouhém ramenu. Na chromozomu 9 se objevily komplexni pfestavby na
celém dlouhém ramenu pfi progresi onemocnéni, zatimco ztraty na kratkém ramenu se jevily
v podobné frekvenci jako v diagnostickych vzorcich. Na dlouhém ramenu chromozomu 11 byly
detekovany komplexni zmény s progresi onemocnéni, nejcastéji ztraty rizného rozsahu. A na
chromozomech 13, 15, 16 a 22 byly s progresi onemocnéni detekovany ztraty rizného rozsahu.

Ptesné rozsahy aberaci shrnuje Tabulka P1 (Pfiloha).
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Tabulka 7: Souhrnna tabulka nélezi skupiny astrocytomii. .ztréty, I:l zisky, |:| zisky a ztraty soucasné,
F: zména zjisténa pouze metodou I-FISH, - ptitomnost mutace R132H v IDH1 genu, procentualni vyjadreni
hypermetylace promotoru genu MGMT > I:l 10-25%; .26-60%; . 61-100% ,I:l nebo L: pfitomnost oblasti

se ztratou heterozygotnosti.
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Obrazek 16: Pocetni zastoupeni ztrat, ziski a UPD na ramenech vSech chromozomi v diagnostickych
vzorcich skupiny nemocnych s astrocytomy. Osa X zna¢i ramena chromozomu. Osa Y znaéi pocet ziskl, ztrat

a oblasti se ztratou heterozygozity (UPD), kterymi byla ramena chromozomu zasazena.
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Obrazek 17: Pocetni zastoupeni ztrat, ziski a UPD na ramenech v§ech chromozomi v opakovanych odbéri
skupiny nemocnych s astrocytomy. Osa X znaci ramena chromozomu. Osa Y znaci pocCet ziskd, ztrat a oblasti

se ztratou heterozygozity (UPD), kterymi byla ramena chromozomi zasazena.
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Obriazek 18: Schematické znazornéni frekvence a rozsahu vSech detekovanych zmén v diagnostickych
vzorcich nemocnych s astrocytomem.. delece, I:l zisky, - ziskané UPD, I:l chromothripsis, % mutace
IDHI genu, @ hypermetylace pMGMT, *» hypermetylace pMLH3.
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Obrazek 19: Schematické znazornéni frekvence a rozsahu vSech detekovanych zmén ve vzorcich
z opakovanych odbéri nemocnych s astrocytomem..delece, I:l zisky, - ziskané UPD, I:lchromothripsis,
¥ mutace /DHI genu, @ hypermetylace pMGMT, 'y hypermetylace pMLH3.

Oligodendrogliomy

Ve této skupiné byly porovnavany rozdily genomovych profilli diagnostickych vzorkl a vzorki
z druhych odbéri ¢tyf nemocnych s oligodendrogliomem. Souhrnna Tab. 8 ukazuje
patologické nalezy na jednotlivych ramenech chromozomt 1 az 22 a celych chromozomech X
a 'Y, dale mutacni stav /DHI genu a metylacni stav pMGMT. Obr. 20 a 21 ukazuji frekvenci
patologickych nalezii na jednotlivych chromozomech. Déle Obr. 22 a 23 schematicky
znazornuji frekvence a rozsahy vSech detekovanych patologickych zmén v souboru nemocnych
s oligodendrogliomem na ideogramech vSech 23 chromozomu. Pfesné rozsahy patologickych

nalezi shrnuje Tabulka P2 (Ptiloha).

VSsichni nemocni s oligodendrogliomem vykazovali linearni evoluci onemocnéni, jak ukazuje
Tab. 6, tj. zadné patologické klony detekovany v diagnostickych vzorcich nevymizely pii

druhych odbérech.

Mutace genu /DH1 byla nalezena pii vSech odbérech tii pacient — ¢.13, 18 a 23. Pacientka ¢.5
nevykazovala pozitivitu na mutaci R132H genu /DHI v Zadném ze svych odbért. U této

pacientky doslo k progresi onemocnéni az do glioblastomu ¢tvrtého stupné.

Hypermetylace pMGMT byla prokazana u vSech nemocnych s vyjimkou diagnostického vzorku

pacientky ¢.5.
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Hypermetylace pMLH3 byla detekovéana jedenkrat, a to pouze v diagnostickém vzorku 13A.

Typicka oligodendroglialni kodelece 1p/19q byla detekovana ve vSech diagnostickych vzorcich
a také pti vSech opakovanych odbérech. U tfi pacientil se jednalo o ztratu celého ramena 1p a
celého ramena 19q. V ptipadé pacienta ¢.5 se jednalo o kratsi delece na téchto ramenech —
termindlni delece v oblasti 1p36 (cca 10 Mb) a delece oblasti 19q13 (cca 5 Mb). Ve vzorku

z druhého odbéru pacienta ¢.13 byla soucasné nalezena terminalni delece oblasti 1q42q44.

V diagnostickych vzorcich byly nejcastéjSimi aberacemi ztraty heterozygotnosti, a to na
chromozomech 9p, 10, 14, 15, 16q a 18p. Vicemén¢ k veskerym témto ztratdm heterozygotnosti
doslo v diagnostickém vzorku pacientky ¢€.5, u které byly v identickych oblastech pfti

nasledujicim odbéru detekovany delece.

Dalsimi detekovanymi aberacemi v diagnostickych vzorcich byl zisk v oblasti 4q12ql3 u

pacientky €.5 a ztrata téméf celého chromozomu 15 u pacientky ¢.18.

Oproti diagnostickym vzorktim, pii opakovanych odbérech byly nové detekovany zisky a ztraty
na chromozomech 1q, 3, 4q, 5q, 69, 7, 8q, 9p, 10, 11, 13, 14, 15, 16q, 17p a 18. Oblasti UPD
byly nalezeny pouze na chromozomech 4q, 5q a 9p pti opakovanych odbérech. Ztratou celych

chromozom byly alespon jedenkrat zasaZeny chromozomy 10, 14, 15 a 18. Chromozomy 7 a

11 byly alespon jedenkrat zasaZeny ziskem celého chromozomu.

INH1

MGMT

Tabulka 8: Souhrnna tabulka nalezi skupiny oligodendrogliomii. . ztraty, I:l zisky, |:| zisky a ztraty
soucasné, F: zména zjisténa pouze metodou [-FISH, - pritomnost mutace R132H v IDHI genu, procentualni
vyjadieni hypermetylace promotoru genu MGMT 9|:| 10-25%; .26—60%;.61—1 00% ,I:l nebo L: ptitomnost

oblasti se ztratou heterozygotnosti.
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Obrazek 20: Pocetni zastoupeni ztrat, ziskii a UPD na ramenech vSech chromozomu v diagnostickych
vzorcich skupiny nemocnych s oligodendrogliomy. Osa X znaci ramena chromozomu. Osa Y znaci pocet ziskt,

ztrat a oblasti se ztratou heterozygozity (UPD), kterymi byla ramena chromozomi zasazena.

Zisky, ztraty a UPD v opakovanych odbérech u skupiny oligodendroglidlnich diagndéz

19p
19
20p

20q

21q

22q

18q

150
18p N

o
a

M ztrata zisk mUPD

S —
13q —
14q —
16—
17p —

16p
17q

=3 o T o T
a - 9 N «
L I B I |

-
1q —

4q I |
10p EE—

10q —

1p
2p
2q
3p
3q
4p
5p
5q
6p
6q
7p
7q
8p

Obrazek 21: Pocetni zastoupeni ztrat, ziski a UPD na ramenech vSech chromozomu v opakovanych

odbérech skupiny nemocnych s oligodendrogliomy. Osa X zna¢i ramena chromozomu. Osa Y znaci pocet ziskd,

ztrat a oblasti se ztratou heterozygozity (UPD), kterymi byla ramena chromozomi zasazena.
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Obrazek 22: Prehled nalezii na jednotlivych chromozomech v diagnostickych vzorcich nemocnych
s oligodendrogliomem. . delece, I:l zisky, - ziskané UPD, ¢ mutace /DHI genu, {hypermetylace
pPMGMT, ¢ »hypermetylace pMLH3.
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Obrazek 23: Prehled nalezi na jednotlivych chromozomech ve vzorcich z opakovanych odbéra
z oligodendrogliomﬁ..delece, I:lzisky, - ziskané UPD, g mutace IDH] genu, @) hypermetylace pMGMT,
hypermetylace pMLH3.
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Primarni glioblastomy

V této skupiné bylo porovndvano sedm nemocnych s primarnim glioblastomem.
Souhrnna Tab. 9 ukazuje patologické nalezy na jednotlivych ramenech chromozomii 1 az 22 a
celych chromozomech X a Y, dile mutacni stav /IDHI genu a metyla¢ni stav pMGMT.
Obr. 24 a 25 ukazuji frekvenci patologickych nalezli na jednotlivych chromozomech. Dale
Obr. 26 a 27 schematicky zndzornuji frekvence a rozsahy vSech detekovanych patologickych
zmén v souboru nemocnych s primarnim glioblastomem na ideogramech vsSech 23

chromozom. Pfesné rozsahy patologickych nalezl shrnuje Tabulka P3 (Ptiloha).
Mutace R132H v genu IDHI nebyla v této skupiné nemocnych detekovéana ani jednou.

Hypermetylace pMGMT byla prokdzana jen ve dvou diagnostickych vzorcich (12A a 21A). U
téchto pacientii byla zachovana také pii opakovanych odbérech. U pacientky ¢.17 byla
hypermetylace pMGMT detekovana nové pii jejim druhém odbéru.

Ve této skupiné nemocnych dochazelo ke skale aberaci riznych rozsahi. Kazdy chromozom
byl zasazen alesponi jednou aberaci jak v diagnostickych vzorcich, tak ve vzorcich

z opakovanych odbérti. U vSech nemocnych této skupiny byla urcena divergentni evoluce

onemocnéni.
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Tabulka 9: Souhrnna tabulka nalezt skupiny primarnich glioblastomﬁ.. ztraty, I:l zisky, I:lzisky a ztraty
soucasné¢, F: zména zjisténa pouze metodou I-FISH, - ptitomnost mutace R132H v IDHI genu, procentudlni
vyjadieni hypermetylace promotoru genu MGMT > I:l] 0—25%;. 26-60%; .61—1 00% ,I:l nebo L: ptitomnost

oblasti se ztratou heterozygotnosti.
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Zisky, ztraty a UPD v prvnich odbérech u skupiny primarnich glioblastom
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Obrazek 24: Pocetni zastoupeni ztrat, ziskii a UPD na ramenech vSech chromozomu v diagnostickych
vzorcich skupiny nemocnych s primarnimi glioblastomy. Osa X zna¢i ramena chromozomu. Osa'Y znaci pocet

zisk(, ztrat a oblasti se ztratou heterozygozity (UPD), kterymi byla ramena chromozomi zasazena.

Zisky, ztraty a UPD v opakovanych odbérech u skupiny primarnich glioblastom
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Obriazek 25: Pocetni zastoupeni ztrat, ziskii a UPD na ramenech vSech chromozomi v opakovanych

odbérech skupiny nemocnych s primarnimi glioblastomy. Osa X zna¢i ramena chromozomu. Osa Y znaci

pocet zisku, ztrat a oblasti se ztratou heterozygozity (UPD), kterymi byla ramena chromozomu zasaZena.
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Obrazek 26: Prehled nalezi na jednotlivych chromozomech v diagnostickych vzorcich nemocnych
s primarnim glioblastomem. .delece, I:Izisky, -ziskané UPD, I:lchromothripsis, % mutace /[DHI genu,
@ hypermetylace pMGMT, ¢ hypermetylace pMLH3.
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Obrazek 27: Piehled nalezii na jednotlivych chromozomech ve vzorcich z opakovanych odbéri nemocnych
s primarnim glioblastomem..delece, Dzisky, - ziskané UPD, Dchromothripsis, # mutace IDHI genu,
@ hypermetylace pMGMT, ( hypermetylace pMLH3.
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10. Diskuze

Diftzni gliomy patii mezi nejcastéjsi nddory centralni nervové soustavy dospélych. Dilezitou
vlastnosti je heterogenita, tj. pfitomnost molekularné a fenotypicky rozdilnych populaci bun¢k
v ramci jednoho nadoru. Je to pravé heterogenita a difuzni charakter téchto tumora, ktery
nadorovym bunikdm dava moznost genetického a metabolického pfeprogramovani. Timto se
vytvaii populace nddorovych bunék rezistentnich k 1é¢be. To vSe prispiva k velmi Spatnému

celkovému pieziti nemocnych.

Molekulérni profily difuznich gliomii byly postupné zafazovany do WHO klasifikaci, nicméné
pacientlim se stale dostava 1écby se stejnym protokolem, tj. maximalni mozné resekce, radiace
a alkyla¢ni chemoterapie (Moffet et al. 2023). Studium genomovych profilt difuznich glioma
pti jejich progresi a recidivé je dllezité pro lepsi pochopeni patogeneze a maligniho vyvoje
téchto nadord. UrCeni aberaci spojenych s progresi nddoru by mohlo pfispét k vyvoji cilené

1é¢by.

V této studii bylo vySetfeno 26 nemocnych s difiznim gliomem, kterym byly mezi lety 2004 —
2023 chirurgicky odebrany minimalné dva vzorky nadorove tkané. Tito pacienti byli dale
rozdéleni do skupin dle tii zakladnich subtypli v dobé jejich prvniho odbéru — nemocni
s astrocytomem, oligodendrogliomem anebo primarnim glioblastomem. U vSech nemocnych
bylo provedeno vySetieni [-FISH s pouzitim gliomového panelu skladdajiciho se ze ctyf DNA
sond pro charakterizovani zékladnich aberaci gliomii — kodelece 1p/19q, amplifikace EGFR
genu, delece PTEN genu a aneuploidie chromozoml 7 a 10. Dale bylo u vSech nemocnych
provedeno vysetieni s pouzitim metod (MS-)MLPA a aCGH/SNP array. Témito molekuldrnimi
metodami jsme detekovali kryptické zmény v genomu nadorovych buné¢k, epigenetické zmény
a také oblasti se ztratou heterozygotnosti. Zaméfili jsme se na oblasti a aberace na jednotlivych
chromozomech, které by mohly byt ddvany do souvislosti s progresi onemocnéni, tj. byly
detekovany rekurentné pii opakovanych odbérech, pro sledovani vyvoje genetického a

epigenetického profilu tumoru.

Astrocytomy: Skupina nemocnych s astrocytomem obsahovala 15 pacienti s dvéma a vice
odbéry v pribéhu onemocnéni. Metodou I-FISH byla potvrzena pfitomnost polyploidie
v relativné nizkém poctu diagnostickych vzorki (Ctyfikrat) a v jesté niz§im poctu (jedenkrat)

vzorkli z opakovanych odbéra. Ve tifech ptipadech diagnostickych vzorka s polyploidnimi
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klony se jednalo o diagnozy astrocytomi druhého stupné — pacienti ¢. 1, 7 a 10. U pacientky
¢.4 s polyploidnimi klony v diagnostickém odbéru se jednalo o astrocytom jiz tfetiho stupné.
Buiiky s vys$Sim genomovym obsahem hraji kliCovou roli v evoluci nadort a ziskavani
rezistence na lécbu. Polyploidie dokaze umoznit nddorovym buitkam rychlou adaptaci na
selekéni tlaky, coz vede k evoluci bunék, které jsou vici 1écbé rezistentni (Coward a Harding
2014). U téchto pacientli mohla populace polyploidnich nadorovych bunék ptispét k progresi
onemocnéni. U vSech Ctyf pacientll se ale pii opakovanych odbérech polyploidni klony
nepotvrdily. Pro toto mohou existovat rizna vysvétleni, napt. a) polyploidie v nadorovych
buikdch muze byt reverzibilni a z polyploidnich klonli se stanou znovu bunky diploidni
(Erenpreisa et al. 2014), b) ve vysSetrovaném vzorku v dobé opakovaného odbéru nebyly

polyploidni buiiky pfitomny.

Nékteré aberace zachycené molekularnimi metodami ve skupiné astrocytomil se nepodatilo
zachytit metodou I-FISH. Néadorové klony s danymi aberacemi nemusely byt pfitomny ve
vySetfovaném vzorku pro vySetfeni [-FISH z diivodu heterogenity nadorové tkané€. Zatimco pii
pouziti molekuldrnich metod, kdy je vySetfovdna celkovd DNA mnoha bunék najednou, je
Sance na zachyceni téchto klon vyssi. Naopak nékteré nadorové klony byly ve skupiné
astrocytomtl zachyceny pouze metodou I-FISH. Jednalo se o klony nizkofrekvencni (niz$i nez

16%), které aCGH/SNP array nedokézala rozpoznat z divodu svého rozliSeni.

U pacientky €.2 byla detekovana kodelece celych ramen 1p/19q ve tfech odbérech v ramci
progrese jejiho onemocnéni. Tato kodelece je typickym ukazatelem pro oligodendrogliom
(Louis et al. 2021). Histopatologické vySetieni urcilo diagnosticky vzorek této pacientky jako
astrocytom druhého stupné s vyskytem znaki oligodendrogliomu. V dob& urcovani diagnozy
(rok 2007) byla pouZzivana diivéjsi verze WHO Kklasifikace nadori CNS a existovala entita
,smiseného oligoastrocytomu‘ (Kleihues et al. 2002). V tomto ptipad¢ histopatologové ve
oficidlni zpravé oligodendrogliom nepfipoustéli. Zaroven byla u vSech odbéri pacientky
potvrzena mutace /DH 1. Pii druhém odbéru pacientky byla histologicka diagndza urcena jako
sekundarni glioblastom ¢tvrtého stupné. Detekovany genomovy profil vtomto odbéru
s diagnozou glioblastomu koreloval. Na§ prikaz kodelece 1p/19q ukazuje spiSe na
oligodendroglidlni onemocnéni, které postoupilo do glioblastomu ¢tvrtého stupné. Pfi odbéru

tretim byl naddor znovu histologicky ur€en jako astrocytom druhého stupné. S touto posledni
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diagnézou koreloval také nalez nizs§iho poctu aberaci nez pii druhém odbéru. Toto mohlo byt

zpisobeno nereprezentativnim vzorkem nddorové tkané€ pii poslednim opakovaném odbéru.

Mutace genu /DHI je jednim z primarnich ukazatelt astrocytomt (Louis et al. 2021). Tato
charakteristickd zména byla prokazéana u deseti pacientl z 15 vysetfovanych. U pacientt ¢€.6, 7,
14, 19 a 20 mutace IDHI prokazéana nebyla. Existence ,pravych® IDH-wildtype (IDH-wt)
difaznich astrocytomil niz§ich stupiiii je dlouho sttedem debat. Vysledky skupiny Richardson
et al. naznacuji, Zze skupina nizkostupiiovych astrocytomu bez mutace /DHI genu je vzacna,
nicméné existuje, a vyznacuje se lepSim celkovym pfezitim nemocnych a molekularné se
podobd mén¢ agresivnim piipadim. Zatimco existuje také druhd skupina téchto IDH-wt
astrocytomil, ktera se sice histologicky jevi jako diftizni astrocytom druhého az tretiho stupné,
ale molekularné a klinicky se ovSem podoba glioblastomu ¢tvrtého stupné. To znamena, ze
vykazuje alesponn nékteré genetické znaky glioblastomu, tj. amplifikace EGFR genu,
homozygotni delece CDKN2A4/B genu, aberace PTEN genu, mutace promotoru genu TERT a

soucasna ztrata chromozomu 10 se ziskem chromozomu 7 (Richardson et al. 2021).

U nemocnych s IDH-wt astrocytomem se v této studii vyskytuji tfi pacienti (¢.6, 14 a 19), u
kterych byl molekularni profil nadorti podobny glioblastomu, do kterého jejich onemocnéni
nakonec postoupilo. Pacientka ¢.7 vykazovala spiSe znaky ,pravého‘ IDH-wt astrocytomu
v kazdém jejim odbéru. Pacient €.20 je zajimavy, jelikoz jediny néalez v obou vzorcich byl
detekovan pomoci (MS-)MLPA — v diagnostickém vzorku byla detekovana delece CDKN2A/B
genu a hypermetylace pMGMT a ve vzorku z druhého odbéru byla detekovana znovu pouze
hypermetylace. Pii obou odbérech byl nador histologicky ur€en jako astrocytom druhého

stupn€. Vysledky pacienta ¢.20 tedy povazujeme za neinformativni.

Hypermetylace pMLH3 byla detekovana Ctytfikrat v diagnostickych vzorcich (1A, 8A, 10A a
25A) a to soucasn€ s mutaci v IDHI genu. U vSech téchto pacientli byl diagnosticky vzorek
histologicky urcen jako astrocytom druhého stupné. Znovu se hypermetylace pMLH3 potvrdila
jen u pacientky €.1 pfi opakovaném odbéru, zatimco pti opakovanych odbérech pacienti ¢.8,
10 a 25, kdy onemocnéni postoupilo do vysSich stupiili, hypermetylace vymizela. Tento nalez
je konzistentni s vysledky skupiny Lhotskd a spol., kterd pozorovala tuto metylaci u gliomu
nizsich stupnit vzdy zarovenn s mutovanym /DHI (Lhotsk4 et al. 2015). Mnohem castéji
hypermetylovanym promotorem byl pMGMT, ktery byl detekovan v 86% diagnostickych

vzorcich a ve vSech vzorcich z opakovanych odbért (nepocitaje pacienta €. 20). Tento nalez je
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v souladu s literaturou, kterd uréuje hypermetylaci pMGMT jako Castou a brzkou udalost ve
vyvoji astrocytomi druhych a tfetich stupnii (Groenendijk et al. 2011). K celogenomovym
zménam metylace DNA dochazi diky akumulaci 2-HG v dtsledku mutovaného IDHI genu
(Malta et al. 2018).

Castym néalezem ve skupiné astrocytomd byla segmentalni uniparentalni dizomie na
chromozomu 17. UPD kratkého ramena chromozomu 17 je povazovana za jeden z moznych
mechanismi, ktery dokaze spoustét a podporovat rast nadoru. Muze zptisobit duplikaci
puvodné heterozygotni mutace, a to vede bud’ k inaktivaci tumor supresorového genu, nebo k
pritomnosti dvou kopii mutovaného onkogenu. Jednim z takovych gent je 7P53 (17p13.1).
Rozruseni genové drahy 7P53 je obvykle jednou z prvnich udélosti v procesu vzniku difuznich
astrocytomit (Lhotska et al. 2014). Toto bylo také potvrzeno - segmentalni UPD byla
detekovana primarné v diagnostickych odbérech nemocnych. Mezi ¢asté rekurentni aberace se
také tfadily zisky chromozomu 7 a ztraty chromozomu 10. Soucasné zisky chromozomu 7 se
ztratami chromozomu 10 (i ¢aste¢né) jsou asociovany s gliomy vysSich stupnd, nejcastéji

s IDH-wt glioblastomy (Stichel et al. 2018).

Byly identifikovany rekurentni aberace nalezené pfi progresi onemocnéni. Jednalo se o aberace
na chromozomech 5, 9, 11, 13, 15, 16 a 22. Na chromozomu 5 byly pfi progresi onemocnéni
nalezeny akumulované zisky na kratkém ramenu s minimalni zasaZenou oblasti 15p15.33p13.3.
V této oblasti se nachdzi onkogen TERT (15p13.33) kodujici podjednotku telomerdzy. Ta se
podili na udrzbé telomer a v mnoha malignitdch, vCetné difuznich gliomu, je jeji exprese
zvySena v disledku bodovych mutaci promotoru tohoto genu (Powter et al. 2021). V této studii
nebyl mutacni stav pTERT vySetfovan, ale rekurentni amplifikace tohoto regionu ve vzorcich

z opakovanych odbéri mize naznacovat jejich ulohu v malignim vyvoji astrocytomd.

Na chromozomu 5 byly dale casto detekovany ztraty na dlouhém ramenu. K nejcastéjSim
ztratam dochdzelo na minimdlni zasazené oblasti vrozsahu 5q23q31. Hemizygotni
intersticialni delece na 5q jsou Castym nalezem napiiklad u hematologickych malignit
s kritickym deletovanym regionem obsahujici gen RPS14. RPS14 je haploinsuficientni gen,
ktery koduje protein ucastnici se biogeneze ribozomu a jeho absence usti v tvorbu komplexu
MDM2 (double minute mouse E3 ubiquitin ligdza)-RP (ribozomadlni protein). Tvorba tohoto
komplexu zplisobi akumulaci proteinu p53, coZz vede k aktivaci kontrolnich bodd bunécéného

cyklu, senescenci anebo apoptoze (Hurtado et al. 2023). Nalez deletovan¢ho genu RPS14 pii
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progresi astrocytomi je v rozporu s literaturou, jelikoz z vysledki recentni publikace vyplyva,
ze RPS14 je Casto v gliomech nachazen se zvySenou expresi a aktivitou. Skupina Hu et al. dale
tvrdi, ze jeho umlceni naopak ptispiva k inhibici rastu gliomt in vivo a RPS14 by tak mohl byt
povazovan za potencialni cil vyvoje 1écby glioma (Hu et al. 2023). Do oblasti 5931 lokalizuji
dalsi kandidatni geny asociovany s malignitami - EGRI, CTNNAI, CDKL3, PDGFRA/B a
cluster genti kodujici interleukiny (Ebert 2009). Monoalelickd ztrata jednoho z téchto genti
soucasn¢ s rozrusenim druhé alely (,two-hit model‘) v disledku mutaci ¢i epigenetickych zmén

v prubehu evoluce nadoru miize mit vliv na dal$i maligni vyvoj onemocnéni.

Na kratkém ramenu chromozomu 9 se s progresi onemocnéni akumulovaly ztraty identickych
oblasti predesle detekovanych v diagnostickych vzorcich. Jednalo se primarné o ztraty lokusu
CDKN2A/B. Tento nalez souhlasi s literaturou a ztrata lokusu CDKNZ2A/B je asociovana
s agresivnim onemocnénim a progresi nadoru (Louis et al. 2021). Na dlouhém rameni
chromozomu 9 byly s progresi naddoru detekovany rekurentni terminalni zisky minimalni
zasazené oblasti 9q34.1q34.3. Do tohoto regionu lokalizuji dva potencialni geny asociované
s progresi malignity — NOTCHI a ABL1. NOTCH1 koduje transmembranovy protein ucastnici
se regulace bunécné diferenciace a proliferace. NOTCH 1 byl nalezen ve vzorcich glioblastomi
a jeho zvySena aktivita je asociovana s agresivni invazi nadorovych bunék diky signalizaci skrz
PI3K dréhu (Yi et al. 2019). Gen ABL koduje tyrozin kindzu a v malignitach je casto nachdzen
pfi reciproké translokaci t(9,22), ktera usti v typickou hematologickou fuzi gent BCR-ABLI.
Tato fuze byla nalezena v piipadu glioblastomu pouze jedenkrat. Publikace zduraziiuje
dilezitost detekce fuznich onkoproteinii v gliomech jako potencialni oblast vyvoje novych
cilenych l1éka (Pang et al. 2021). Kindzy z rodiny ABL (Abelson) podporuji rist a metastaze
v mnoha solidnich nadorech, kde jsou Casto aberantné aktivovany (Luttman et al. 2021). Zisky

v oblasti genu ABL1 by tedy mohly byt asociovany s patogenezi a progresi gliomt.

Dal$im chromozomem, na kterém se akumulovaly aberace pii progresi onemocnéni, byl
chromozom 11, konkrétné¢ jeho dlouhé rameno. Detekce rekurentnich ztrat na kratkém ramenu
chromozomu 11 (primdrné na termindlni oblasti) jak v diagnostickych vzorcich, tak pii
opakovanych odbérech, naznacuje, ze by se mohlo jednat o brzké udalosti v evoluci nadoru.
Tento nélez souhlasi s publikacemi, které asociuji ztraty na 11p s nizkostupfiovymi gliomy
(Fults et al. 1992; Alentorn et al. 2014). Rameno 11q akumulovalo ztraty s minimalni zasaZenou

oblasti o rozsahu 11q14.1q21. Dvakrat byla detekovéna ztrata celého dlouhého ramena. Delece
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na 11q jsou dlouhodobé pozorovanymi rekurentnimi aberacemi v nadorovych buikéach
neuroblastomt (extrakranialni solidni nadory déti), nicméné se zatim nepodafilo definovat
mozné tumor supresoroveé geny v této oblasti, které by mohly byt delecemi ovlivnény (Mlakar
et al. 2017). Jedenkrat byl pii progresi nadoru detekovan také zisk téméi celého 11q. V tomto
kontextu se nabizi onkogen CCNDI koédujici protein cyklin D1, ktery podporuje prichod
bunéénym cyklem a tim tak proliferaci. V literatufe je pfitomnost a role v gliomagenezi

amplifikovaného CCNDI znama (Biischges et al. 1999).

Chromozom 13 pfi progresi onemocnéni akumuloval primarné ztraty s minimalni zasazenou
oblasti o rozsahu 13q21.1q21.33. Dvakrat byla také detekovana monozomie chromozomu 13.
Na chromozomu 13 se nachdzi tumor supresorovy gen RBI, ktery hraje roli v nékolika
vyznamnych bunécnych procesech jako je regulace bunééného cyklu, opravy poSkozeni DNA
a regulace transkripce, a popsal ho jiz Alfred Knudson v 70. letech (Knudson 1971). Mezi
hlavni aberace genu RBI v gliomech patii bodové mutace, nicméné znovu se zde miize uplatnit
diive zminovany ,two-hit* model. Recentni literatura navrhuje moznost zaméteni cilené 1écby
na downstream drédhy a molekuly genu RB/ v malignitach, které tento gen ztratily (Huang et al.
2024). Nabyti této aberace s progresi onemocnéni muze dale prispivat k chromozomové
nestabilité, tj. pfitomnosti numerickych a strukturnich aberaci, v nadorovych bunkéch gliomu.
Piestoze v recentni aktualizované klasifikaci nadorit CNS chromozomova nestabilita zatim neni
inkorporovéana jako prognosticky faktor, v solidnich naddorech je chromozomova nestabilita

znamym faktorem podporujici malignitu (Richardson et al. 2022).

Na chromozomu 15 se sprogresi onemocnéni akumulovaly ztraty Casto témétr celého
chromozomu. Nejmensi spolecnd zasazend oblast byla 15ql15.1q21.1. Ztraty celého
chromozomu 15 byly detekovany v naddorech tfetiho a ¢tvrtého stupné a mohou znacit disledek
rostouci genomové nestability pii progresi onemocnéni. V oblasti 15q15.1 se nabizi gen
RADS1, jehoz kdédovany protein se ucastni procesit homologni rekombinace pii opravé
dvouvldknovych zlomli na DNA, a je povazovan za tumor supresorovy gen. Role RADS5]
v patogenezi gliomu se zda byt kontroverzni. Ve studii zamétujici se na hladiny mRNA RADS5 1
nebyly nalezeny signifikantni rozdily mezi vzorky astrocytomil a zdravé mozkové tkané (Zheng
et al. 2006). Naopak studie exprese proteinu Rad51 ve vzorcich glioblastomu pfi diagnoze a pti
recidivé onemocnéni nalezla zvySenou hladinu exprese, kterd korelovala se zvySenou délkou

pfeziti nemocnych (Welsh et al. 2009). N4&S nélez je nicméné v souhlasu se studii, kterd
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detekovala region krat$iho rozsahu (stile zasahujici RADS51 gen) v deleci u skupiny vzorka

gliomu (Bredel et al. 2005).

Dalsi ztraty se s progresi onemocnéni akumulovaly také na chromozomu 16 a 22. Na 16q byly
také detekovany oblasti se ztratou heterozygotnosti. Ztraty 16q jsou Castym néalezem napf. u
malignit prsu (Rakha et al. 2006). V piipad¢ difaznich gliomi jsou delece na 16q v literatufe
malo zminovanym ndlezem, zatimco ztraty chromozomu 22 jsou jiz dlouho znamym
fenoménem asociovanym s progresi onemocnéni (Laigle-Donadey et al. 2006). V nasi studii
byly ztraty celého chromozomu 16 detekovany u astrocytomu tfetiho a ctvrtého stupné.
Molekulérni profil téchto entit se zda byt velmi variabilni a tyto aberace mohou byt povazovany
za dGsledek rostouci genomické nestability v nadorovych buinikdch gliomu s progresi
onemocnéni. Celkova uroven zmén v poctu kopii (CNV) se totiz u /[DH-mutantnich difiznich

astrocytomtl zvysuje s rostoucim WHO stupném malignity (Richardson et al. 2022).

Oligodendrogliomy: Skupina nemocnych s oligodendrogliomy obsahovala pouze Ctyfi
pacienty s dvéma odbéry v pribchu jejich onemocnéni. V této skupiné vykazovali linedrni
klonalni evoluci jejich nadorti vSichni nemocni. Oligodendrogliomy jsou definovany /DH1
mutaci a kodeleci 1p/19q. Mutace v IDHI genu byla potvrzena u tfi ze Ctyt vySetfovanych. U
nékterych z nich by tento nélez zvysil piivodni histologicky uréeny stupeii nadoru z druhého na
treti. U pacientky bez /DH 1 mutace (¢.5) doslo k progresi onemocnéni do glioblastomu ¢tvrtého
stupné. S diagndzou glioblastomu, /IDH-wildtype, ¢tvrtého stupné koreloval také néalez zisku
chromozomu 7, ztraty chromozomu 10, delece lokusu CDKN2A/B a hypermetylace pMGMT

pfi progresi onemocnéni této pacientky.

Kodelece 1p/19q byla detekovana u vSech nemocnych této skupiny, ¢imz byla potvrzena
histologicka diagnoza. Tato kodelece je vyznamnym diagnostickym ukazatelem pro
oligodendrogliomy a je asociovana se zlepSenym ptezitim nemocnych (Louis et al. 2021).
Metodou I-FISH byla kodelece potvrzena pouze dvakrat. Vysvétlenim mize byt heterogenita
nadoru a neptitomnost klonil s kodeleci ve vySettovaném vzorku pfipraveném pro metodu I-

FISH.

Castym nalezem byla také hypermetylace pMGMT (u viech odbéri vsech nemocnych
s vyjimkou diagnostického odbéru pacientky ¢.5). Tento nalez je také v souladu s literaturou

(Wesseling et al. 2015).
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V této skupiné byly s progresi onemocnéni detekovany rekurentni aberace roztrousené po
genomu. Jednalo se o zisky a ztraty riznych rozsahti na chromozomech 1q, 3, 4q, 5q, 69, 7, 8q,
9p, 10, 11, 13, 14, 15, 16q, 17p a 18. Delece na 9p, 13q a monozomie chromozomu 18, které
jsme detekovali v této skupiné az s progresi onemocnéni, byly laboratoti CNC popsany diive u
nizko stupniovych oligodendrogliomt (Lhotska et al. 2014). Chromozom 15 byl detekovan
v monozomickém stavu u tif nemocnych pfi progresi jejich onemocnéni. Zde znovu mize hrat

roli jiz zminovany tumor supresor RADS 1.

Primarni glioblastomy: Ve skupiné¢ nemocnych s primarnim glioblastomem bylo vySetfeno
sedm pacientli s dvéma odbéry v pribehu jejich onemocnéni. Tento subtyp diftiznich gliomt
dospélych je vysoce agresivni a invazivni malignita. Mechanizmy stojici za iniciaci a relapsem
tumoru stale cekaji na objasnéni. V klonalni evoluci glioblastomu hraje roli nepteberné
mnozstvi molekuldrnich drah a nador se vyznacuje skélou histologickych a genetickych znakd.
Zaroven tento subtyp vykazuje nejvétsi variabilitu genetické vybavy vzorkt ze stfedu nadoru a
z jeho periferie nebo vzorkid z hypoxickych a ne-hypoxickych oblasti, coz naznauje, ze
intratumorova heterogenita se bude liSit také mezi primarnim a recidivujicim glioblastomem

(Campos et al. 2016).

Mezi hlavni ukazatele primarniho glioblastomu patfi nemutovany IDH gen, soucasna
aneuploidie +7/-10 a amplifikace EGFR genu (Louis et al. 2021). Tyto aberace byly u
vysetfovanych sledovany. Dle predpokladi byly metodou I-FISH nej¢astéjsi patologické nalezy
detekovany pomoci DNA sond XL EGFR amp a LSI PTEN (10g23) / CEP 10. Jednalo se o
soucasné zisky chromozomu 7 se ztratou chromozomu 10, amplifikace EGFR genu a bialelické
ztraty PTEN genu. Soucasna aneuploidie +7/-10 byla detekovéana ve vSech vzorcich s vyjimkou
pacienta ¢.21. U tohoto pacienta byl metodou I-FISH zjistén pouze nizkofrekvenéni klon
s trizomii 7, zatimco vySetfeni aCGH/SNP potvrdilo v obou odbérech komplexni genetické
zmény vcetné ziskll na chromozomu 7 a ztrdt na chromozomu 10. V archivovaném vzorku
tohoto pacienta, ktery byl vyuZit pro pfipravu suspenze pro vySetieni [-FISH, pravdépodobné

nebylo dostatené mnoZstvi reprezentativnich nadorovych glidlnich bunék.

Trizomie 7 a monozomie 10 byly rekurentnim nalezem také pii vysetieni aCGH/SNP jak
v diagnostickych, tak ve vzorcich z opakovanych odbérii. Tato soucasnd aneuploidie +7/-10
vznikajici disledkem mitotické nondisjunkce (Stichel et al. 2018) je pravdépodobné soucasti

spolecné drahy vyvoje glioblastomu, ktera dale predisponuje k alternacim genu PTEN a dalSim
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aktivujicim mutacim ¢i amplifikacim ve vyznamnych onkogenech (Kim et al. 2015). Ztraty
chromozomu 10 pfispivaji dale k amplifikaci a aktivaci signaliza¢ni drahy EGFR v disledku
ztraty haploinsuficientniho genu ANXA7 (anexin A7), coz dodava glioblastomovym bunkam

vetsi maligni potencial (Yadav et al. 2009).

Vysledky (MS-)MLPA ukazuji neptitomnost mutace IDH1 v této skupin¢ vySetfovanych, coz
potvrdilo jejich diagnézu glioblastomu ¢tvrtého stupné, /DH-wildtype. Dale, hypermetylace
pMGMT byla prokazana pouze dvakrat v diagnostickych vzorcich a tfikrat pii progresi
onemocnéni. Metylacni status pMGMT je asociovan se senzitivitou tumoru k 1é¢b¢e alkylaénimi
¢inidly. Tento méalo frekventovany nalez hypermetylace pMGMT je konzistentni s literaturou,
jelikoz tato epigenetickd aberace je asociovand primarné s nizkostupfiovymi astrocytomy jako

brzka udalost v jejich evoluci (Groenendijk et al. 2011).

Vysledky aCGH/SNP ukazuji genetické aberace na vSech chromozomech jak pti diagndze, tak
pfi progresi onemocnéni. Typickd homozygotni delece lokusu CDKN2/4 byla detekovana
v 57% ptipadt primarnich glioblastom. Mezi rekurentni aberace pattily napiiklad aneuploidie
celych chromozoml. Mimo jiz zmifiované souc¢asné aneuploidie +7/-10 se jednalo o trizomie
chromozomu 19 a monozomie chromozom 13 a 14. Aneuploidie mohou byt dal$im disledkem
nestability genomu, jakozto vyznamného znaku nadorovych bunék. Vysledky nicméné
jednozna¢né nenaznafovaly kandidatni aberace, které by mohly byt asociované s progresi
onemocnéni. Naopak vysledky naznacovaly trend ztrat nékterych ptivodnich aberaci. Tomuto
pfedpokladu odpovida recentni literatura, kterd uvadi masivni vymirani plivodnich iniciujicich

klonti jiz v brzy v evoluci glioblastomu (Ceresa et al. 2023).

Pii porovnani genetickych profilti priméarnich glioblastomli pfi prvni resekci a pfi progresi
onemocnéni byla vSem néadorim urCena divergentni klonalni evoluce. Klonalni vyvoj
primarniho glioblastomu pfi relapsu onemocnéni naznacuje tfi rGzné vzory evoluce: a)
dominantni velké subklony z priméarniho nadoru jsou v recidivé mensi nebo piimo eliminované,
b) dominantni subklony pteZziji 1écbu a znovu se objevi jako dominantni subklony v recidivé

cey

nebo c) 1écbu pieziji mensi subklony a v recidivujicim nadoru se objevi jako dominantni
subklony (Andor et al. 2014). Poznatky z pozd¢&jsi literatury naznacuji, ze recidivujici tumor
pochdzi zplvodni malé a nedominantni populace bunék, kterd nebyla detekovana
v diagnostickych vzorcich pfi prvni resekci pacienta (Baysan et al. 2017). Kim et al. také

odhalili absenci ptivodnich genetickych aberaci v recidivujicich nddorech (H. Kim et al. 2015).
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11. Souhrn

Cilem diplomové prace bylo ptedlozit porovnani genomovych profili primarnich a
recidivujicich mozkovych nadorti dospélych a popsat potencidlni kandidatni aberace se
vztahem k progresi. Na zaklad¢ vysledkii bylo cilem popsat klonalni vyvoj vysSetfovanych

diftznich gliomi v pribéhu onemocnéni.

Addl. V této studii bylo vySetieno 26 nemocnych s histologicky potvrzenym difiznim
gliomem. U kazdého pacienta byly k dispozici nejméné dva vzorky naddorové tkané z pribéhu
onemocnéni. VySetfovany soubor byl rozdélen do tii skupin dle diagndzy pti prvni chirurgické
resekci. Pro vySetieni genetického a epigenetického profilu néddorti byly pouzity metody I-
FISH, (MS-)MLPA a aCGH/SNP array pro vSechny odbéry nemocnych. Diky ziskanym datim
bylo provedeno porovnéni diagnostickych vzorki a vzorkl z opakovanych odbért pro kazdou
skupinu subtypu difuznich gliomt. Skupina nemocnych s astrocytomy byla nejpocetnéjsi a byly
zde popsany kandidatni rekurentni aberace, které by mohly byt asociovany s progresi
onemocnéni. Skupina nemocnych s oligodendrogliomy obsahovala pouze Ctyfi pacienty. U této
skupiny byla histologické diagn6za potvrzena detekovanymi genetickymi aberacemi, nicméné
vysledky nenaznaCovaly pfitomnost rekurentnich aberaci se vztahem k progresi onemocnéni.
Skupina primarnich glioblastomli se sedmi pacienty vykazovala nejvyrazn€j$i variabilitu
v detekovanych genetickych aberacich. Jak v diagnostickych vzorcich, tak ve vzorcich
z opakovanych odbért byly v této skupiné detekovany rekurentni a vyznamné aberace, jeZ jsou

v literatufe znamé.

Add2. Diky genomovym profili primarnich a recidivujicich nadort byl mozné kazdému
pacientovi pfifadit typ klonalniho vyvoje. Bylo detekovano celkem Sest pacientli s linearni
evoluci a dvacet pacientli s divergentnim typem evoluce. Linearni klonalni vyvoj byl
dominantnim typem u skupiny nemocnych s oligodendrogliomem a divergentni evoluce

pfevazovala u astrocytomt a priméarnich glioblastom?.
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11. PRILOHA DIPLOMOVE PRACE

ID Subtyp Grade Patologické nalezy
del(1)(p36.22pter), del(11)(p15.4pter), add(12)(p11.2pter), del(13)(q11q22.3), add(20)(p11.1pter), cnLOH(12)(q12g13.13)
1A Fibrilarni 9 cnLOH(17)(p11.1pter)
astrocytom mutace IDHT (R132C)
delece CDKN2A/B
hypermetylace pMGMT (49%), hypermetylace pMLH3 (48%)
cnLOH(17)(pterp11.2)
mutace IDHT (R132C)
delece CDKN2A/B
0, [
" Anaplasticky , hypermetylace pMGMT (27%), hypermetylace pMLH3 (88%)
astrocytom del(2)(q24.2qter), del(3)(q21.1921.3), del(5)(pterp15.2), add(8)(q23.3qter), del(9)(pterp13.1)(q21.2921.2)(q31.3q33.3)(q34.13qter),
del(10)(pterp15.3), add(12)(q22g24.31), del(18)(q23.3qter), del(X)(pterp22.2)(q13.2q21.33)(q24qter); cnLOH(1)(pterp11.1),
cnLOH(3)(p11.1921.1)(gq21.39g29), cnLOH(5)(q11.1qter), cnLOH(6)(q11.1qter), cnLOH(7)(pterp14.3),
cnLOH(9)(g21.11921.2)(q21.2931.3)(q33.3934.13), cnLOH(X)(p22.12p21.3)(p11.4p11.22)(q21.33¢24)
del(11)(p12pter)
Difazni
2A astrocytom 2 del(1)(p11.1pter), del(19)(q12qter)
y mutace IDH1 (R132H)
hypermetylace pMGMT (42%)
del(1)(p11.1pter), del(19)(q13.11915.3)
mutace IDH1 (R132H)
Sekundarni hypermetylace pMGMT (86%)
2B . 4
glioblastom

del(9)(q21.11933.3)(q33.3gq34.3), -11, -15, -16, cnLOH(17)
hypermetylace pMLH3 (46%)




ID Subtyp Grade Patologické nalezy
del(1)(p11.1pter), del(11)(pterp11.2), del(19)(gq11qter)
Diftzni mutace IDH1 (R132H)
0,
2C astrocytom 2 hypermetylace pMGMT (60%)
add(11)(q13.4qter)
del(7)(p11.2p11.2), add(7)(p22p14.1), cnLOH(12)(q24.11924.13)
3A Glea”;t'rsézcz’;fnm 2 | del(3)(p11.1pter)(g28qter), del(12)(q12922)(q23.1923.2), del(19)(q13.2qter)
y mutace IDHT (R132H)
hrani¢ni hypermetylace pMGMT (9%)
del(3)(p11.1p26.3)(qa28q29), del(12)(q11.1922)(q23.1q23.1)(q24.11q24.13), del(19)(q13.31q13.43)
e mutace IDH1T (R132H)
3B Diftzni 2 hypermetylace pMGMT (51%)
astrocytom
+7, add(9)(q34.11g34.3), +10, del(13)(q14.2914.3)(q21.2921.3)(q21.32¢g21.33), cnLOH(7)(pterp13)
del(3)(pterp11.1)(q28q29), +7, add(9)(q34.11q34.3), del(12)(q12922)(g23.1923.2)(q24.11924.13),
del(13)(q14.3914.3)(921.31g21.31)(q21.33921.33), del(19)(q13.2qter), cnLOH(7)(pterp13)
3c Anaplasticky 3 mutace IDH1T (R132H)
astrocytom hypermetylace pMGMT (51%)

del(8)(q11.1922.3), add(10)(pterp15.3), del(10)(q23.1923.1), add(13)(q21.2921.31)(q21.33qter), add(19)(pterp13.3)

i



Subtyp

Grade

Patologické nalezy

3D

Sekundarni
glioblastom

del(3)(pterp11.1)(q13.31q13.31)(q28qter), add(9)(q34.11q34.3), add(10)(pterp15.3), add(13)(q21.33qter),
del(8)(q13.3921.13), del(12)(q11922)(g23.1923.2)(q24.11¢g24.13), del(13)(q13.1921.2)(q21.31921.33),
del(19)(q13.2qter), cnLOH(7)(pterp13)

mutace IDHT (R132H)

hypermetylace pMGMT (72%)

del(1)(q44qter), del(4)(p16.1p15.33), add(6)(p22.3p22.3, del(9)(pterp21.1), del(11)(pterp11.2)(q14.1q14.1), del(20)(q13.33qter),
del(22)(q13.1qter)

4A

Anaplasticky
astrocytom

del(1)(p36), del(5)(p15.33pter)(q23.3q31.2)(q33.3qter), +7, del(10)(q24.33g25.1), del(19)(q13)

del(4)(928.3931.21)(q35.2g35.2), del(6)(q23.2qter), del(7)(p22.1pter), del(9)(p12pter), del(11)(p11.12p11.2), del(18)(g23qter),
add(19)(p13.3pter), cnLOH(17)(p11.2pter)

mutace IDHT (R132H)

bialelicka delece CDKN2A/B

hypermetylace pMGMT (20%)

4B

Anaplasticky
astrocytom

del(4)(q28.3qter), del(6)(q23.2qter), del(7)(pterp22.1), del(9)(pterp12), del(11)(p11.2p11.12), del(18)(gq23g23), add(19)(pterp13.3),
cnLOH(17)(pterp11.2)

mutace IDH1T (R132H)

delece CDKN2A/B

hypermetylace pMGMT (25%)

del(6)(pterp21.33)(q23.1923.2), add(7)(q22.1qter), del(13)(q14.2914.3)(q14.3921.1)(q21.1921.2)(q21.32921.32)(q21.32q21.33),
del(14)(g32.2932.12)
hypermetylace pMLH3 (59%)

111



ID Subtyp Grade Patologické nalezy
del(1)(p36.32p36.31)(p36.23p36.22), del(13)(q14.2qter), del(16)(p13.2p12.1)(p12.1p11.2)(p11.2p11.2), del(21)(q11.2921.2)
amplifikace EGFR

6A Anaplasticky 3

astrocytom +7, del(9)(pterp13.1), -10, +19, add(20)(pterp13)(q11.1qter), add(X)(pterp22.33), +Y
delece CDKN2A/B
hypermetylace pMGMT (59%)
+7, del(9)(p24.3p21.2), -10, +19, add(20)(pterp13)(q11.21qter), add(X)(pterp22.33), +Y
Glioblast delece CDKN2A/B
6B loblastom, 4 hypermetylace pMGMT (58%)
IDH - wt
del(9)(q21.13921.13)
del(2)(q36.3937.2)(q37.3qter), add(3)(pterp22.1)(p12.1p12.1), del(3)(p22.1p12.1), del(4)(q26qter), +7, add(10)(pterp11.21),
e, del(11)(q25qter), add(12)(pterp11.22), add(16)(q12.1q12.1), del(16)(q12.1qter)
JA Difazni 9
astrocytom cnLOH(11)(pterp11.1), cnLOH (17)(pterp11.2), cnLOH(19)(q13.2qter)
hypermetylace pMGMT (26%)
Anaplasticky ;:In Lgmll)(lp;t(:eel'p‘;;g;)} ::2n5I;/C))H(1 7)(pterp11.2), cnLOH(19)(q13.2qter)
7B oligoastrocyto 3 e 4 P °
m

cnLOH(3)(pterp11.1), cnLOH(7), cnLOH(12)(pterp11.22), cnLOH(16)(q11.2qter)

v



ID Subtyp Grade Patologické nalezy

add(7)(g22.1qter), del(10)(p12.1p11.23), add(21)(gq11.2921.3)(q22.2q22.3), del(21)(q22.11922.11), cnLOH(17)(pterp13.1)
0,
Diftzni hypermetylace pMLH3 (31%)
8A astrocytom 2
Y mutace IDHT (R13H)

hypermetylace pMGMT (45%)
mutace IDHT (R13H)
hypermetylace pMGMT (40,2%)

8B Anaplasticky 3

astrocytom add(1)(p36.33p12),del(3)(p22.2p22.1)(p21.31p14.3), add(5)(p15.33p13.3), del(5)(p15.33)(q15q35.3), add(6)(p25.3p21.2), del(8)(q22.1),
add(9)(q21.11g34.3), add(10)(p15.3p11.1), del(10)(q11.21g26.3), del(11)(p15.5p11.12), add(12)(q13.3q14.1), del(15)(q14q26.3),
del(17)(p13.3p11.2)
del(2)(q36.3qter), del(4)(q13.2913.2)(q13.39q13.3)(q13.3q21.1), add(11)(q25qter), del(11)(pterp15.2), del(12)(q12q14.1),
cnLOH(12)(q14.1914.2), cnLOH(17)(pterp11.2)
Difazni

9A astrocytom 2 add(7)(q21.11qter)
mutace IDH1T (R132H)
hypermetylace pMGMT (23%)
add(7)(q21.11936.3)

L mutace IDH7T (R132H)
9B Diftzni 2 | hypermetylace pMGMT (23%)
astrocytom P y P °

add(2)(p25.1p24.1), add(12)(p13.33p11.1), add(Y)(p11.32911.31)




ID Subtyp Grade Patologické nalezy
+7, +10, del(12)(q12qter)
hypermetylace pMLH3 (44%)
10A Difazni 9
astrocytom del(X)(g23qter), cnLOH(17)(pterp11.2)
mutace IDHT (R13H)
hypermetylace pMGMT (40%)
cnLOH(17)(pterp11.2)
10B Difuzni 9 mutace IDH1 (R132H)
astrocytom hypermetylace pMGMT (20,2%)
cnLOH(12)(q11qter), cnLOH(X)(g22.3qter)
del(X)(q23g28), cnLOH(17)(p13.3p11.2)
mutace IDH1 (R132H)
hypermetylace pMGMT (40,7%)
10C Anaplasticky 3
astrocytom del(2)(p25.3p25.2), del(5)(q23.1931.3), +7, add(8)(q22.1g24.3), del(9)(p24.3p21.1), add(9)(p21.1), add(10)(p15.2p15.1)(p14p11.21),
del(10)(q25.2q26.3), del(11)(p15.5.p15.4)(q14.1923.2), add(12)(p13.32p13.31), -13, -14, -16, del(17)(q25.1925.3),
del(19)(q13.12g13.43), del(21)(q22.3), del(22)(q11.23q13.33), del(X)(p22.33p11.22)
bialelicka delece CDKN2A/B
del(2)(q36.3), del(5)(q21.3)(q32), del(6)(q26)(q27), +7 (amplifikace EGFR), -10, del(12)(q24.33), del(15)(q15.1921.1), +19, +20,
14A Difuzni 9 cnLOH(12), cnLOH(17)
astrocytom amplifikace EGFR

hrani¢ni hypermetylace pMGMT (9%)

vi



Subtyp

Grade

Patologické nalezy

14B

Glioblastom,
IDH-wt

del(2)(q36.3), del(5)(q21.3)(q32), del(6)(q26)(q27), +7 (amplifikace EGFR), -10, del(12)(q24.33), del(15)(q15.1921.1), +19, +20,
cnLOH(12), cnLOH(17)

amplifikace EGFR

hypermetylace pMGMT (19,7%)

add(1)(p36.21)

19A

Anaplasticky
astrocytom

cnLOH(7)(pterp12.1)(p11.2qter)

add(1)(q32.1), add(7)(p12.1p11.2), del(9)(p23p21.1), -10, add(12)(pterp11.22), +19
amplifikace EGFR

bialelicka delece CDKN2A/B

hypermetylace pMGMT (58%)

19B

Anaplasticky
astrocytom

add(1)(q32.1), add(7)(p11.2)(amplifikace EGFR), del(9)(p23p21.1)(bialel.del CDKN2A), -10, add(12)(p13.33p11.22), +19
amplifikace EGFR

bialelicka delece CDKN2A/B

hypermetylace pMGMT (23,3%)

add(3)(q26.33qg27.1)
(SNP nehodnotitelné)

19C

Glioblastom,
IDH-wt

add(1)(q32.1), add(7)(p11.2), -10, +19
amplifikace EGFR

hypermetylace pMGMT (12,6%)
(SNP nehodnotitelné)

vil



ID Subtyp Grade Patologické nalezy
L del(9)(p21.3)
28 | grooytom | 2
Y hypermetylace pMGMT (10,5%)
20B Difdzni 2 | hraniéni hypermetylace pMGMT (5%)
astrocytom ye y P °
add(5)(g22.3q23.1)(q35.2935.3), del(15)(q13.1926.3), cnLOH(17)(13.3p11.2)
Diftizni +1, del(4)(q34.1935.2), add(5)(p15.33p11), del(5)(q12.1921.2)(q23.1931.3)(g32935.2), add(9)(33.2934.3), del(9)(921.11933.2),
24A astrocytom 2 del(10)(q21.3922.2)(q22.3g26.3), del(11)(p15.5p15.2)(p15.1p11.12), del(12)(p13.33p12.3)(q12)(q13.12q13.3)(q14.2)
y (914.3924.33), add(18)(g22.1q23), -21, del(X)(p22.33p11.22)
mutace IDH1T (R132H)
hypermetylace pMGMT (44,3%)
+1, del(4)(q28.3g35.2), add(5)(p15.33p11), del(5)(q12.39q15)(q23.1931.3)(q32g35.2), add(9)(q33.2q34.3), del(9)(q12q33.2),
del(10)(q21.3926.3), del(11)(p15.5p15.2)(15.1p11.12), del(12)(p13.33p13.1)(q12)(q13.12913.3)(q14.3q24.33)
(q24.23q24.31), add(18)(q22.1g23), -21, del(X)(p22.33p11.21)
24B Anaplasticky 3 mutace IDHT (R132H)
astrocytom hypermetylace pMGMT (34,8%)

del(1)(p36), -2, del(11)(q11925), -13, -14, -15, -19, del(X)(q23g28)
SNP nehodnotitelné

viil



1D Subtyp Grade Patologické nalezy
del(1)(p36), add(1)(q21.1924.2), add(8)(q11.21qter), del(11)(pterp14.3), del(22)(q13.31913.32)
hypermetylace pMLH3 (44%)
25A Difuzni 9
astrocytom del(1)(p21.1p11.2)(q24.2qter), del(16)(p12.2p12.1), cnLOH(17)(pterp11.2)
mutace IDH1 (R132H)
hypermetylace pMGMT (37%)
del(1)(p21.1p11.2)(q24.2q44), del(16)(p12.2p11.2), cnLOH(17)(p13.3p11.2)
mutace IDH1 (R132H)
hypermetylace pMGMT (19%)
Sekundarni add(2)(pp12p11.2)(q11.1q14.3), add(3)(p26.3p25.3), del(3)(qq11.2g29), add(4)(p15.31p14)(p13p12)(q12)(q13.1913.2)(q28.1q31.1),
25B glioblastom, 4 del(4)(q31.3)(q32.1)(q32.2gq35.2), add(5)(p15.33p13.3), del(5)(q11.2913.3)(q14.39g35.3), add(6)(q11.1927), add(8)(p23.3p23.1),
IDH-mutovany del(10)(p14p11.1)(q11.21921.1)(q21.3923.2)(q23.31¢26.3), del(11)(p15.5915.1), add(11)(p14.3p13)(p13p12),
add(12)(p12.3p12.1)(912)(q13.3914.1)(q21.1921.32), del(12)(q12q13.3)(q14.2g21.1), del(13)(q12.11914.3)(q21.33g31.1)(q32.1932.3),
del(15)(q13.1923)(q24.1q924.2), add(15)(q26.2qq26.3), del(16)(q11.2q24.3), +18, -19, del(20)(p13)(q11.21q12), add(21)(q11.1g21.2), -22,
del(X)(p22.33p21.2), cnLOH(3)(g21.2g29), cnLOH(4)(q13.1928.1), cnLOH(5)(q13.2q14.3), cnLOH(12)(q12q14.1), cnLOH(15)(q11.2q12),
cnLOH(16)(g22.3g24.3)
del(5)(q32g35.1), del(6)(q25.3g24.3), add(7)(q21.12q36.3), del(8)(p23.3p21.3), add(8)(p21.3p11.22), del(9)(p24.13.3),
add(10)(p15.3p12.1), del(10)(q26.2926.3), cth(13), del(14)(q22.1931.3)(q32.11932.2), cx(18), add(19)(p13.3), del(20)(p1p11.22),
26A Difazni 9 del(X)(p22.2p11.21)(q12928), cnLOH(17)(p13.3p13.1)
astrocytom mutace IDHT (R132H)

hypermetylace pMGMT (23,2%)
bialelicka delece CDKN2A/B

X



ID Subtyp Grade Patologické nalezy
del(5)(q32935.1), del(6)(p25.3p24.3), add(7)(q21.12q36.3), del(8)(p23.3p21.3), add(8)(p21.3p11.22),
del(9)(p24.3p21.1)(p13.3)(q31.1933.3), bialel.del(9)(p21.3), add(10)(p15.3p12.1), del(10)(q26.2q26.3), cth(13),
Anaplasticky del(14)(q22.1931.3)(q32.11932.13), cx(18), add(19)(p13.3), del(20)(p13p11.22), del(X)(p22.2p11.21)(q12¢28), cnLOH(17)(p13.3p13.1)
26B 3 mutace IDHT (R132H)
astrocytom

hypermetylace pMGMT (13,3%)

add(9)(q33.3934.11)(q34.3), del(11)(q12.1)(q14.2921)(q22.)(q25)

Tabulka P1: Pfehled patologickych nalezli u nemocnych s astrocytomy. (/IDH-wt = IDH nemutovany)
Cerné pismo - aberace detekované pouze v diagnostickém vzorku.

Modré pismo - aberace detekované v diagnostickém vzorku i pfi opakovanych odbérech.

Cervené pismo - aberace nové detekované pii opakovanych odbérech.




Subtyp

Grade

Patologické nalezy

5A

Anaplasticky
oligodendrogliom

cnLOH(9)(pterp13.1), cnLOH(10), cnLOH(14), cnLOH(15), cnLOH(16)(q12.1921), cnLOH(18)(pterp11.21)

del(1)(p36.32p36.32), add(4)(q12q13.1), del(19)(q13.3113.33)

5B

Glioblastom, IDH-wt

del(1)(36.32p36.13), add(4)(q12g13.2, del(19)(q13.2q13.33)

del(9)(pterp13.2), +7, -10, del(13)(q12.3q32.1), -14, -15, del(16)(q12.1q21), del(18)(pterp11.21),
hypermetylace pMGMT (12%)

13A

Oligoastrocytom

hypermetylace pMLH3 (43%)

del(1)(pterp11.2), del(19)(q11qter)
cnLOH(9)(pterp11.2)

mutace IDH1T (R132H)
hypermetylace pMGMT (34%)

13B

Anaplasticky
oligodendrogliom

del(1)(p36.33p11.2) del(19)(q11g13.43)
cnLOH(9)(p24.3p13.1)

mutace IDH1T (R132H)

hypermetylace pMGMT (39,3%)

del(1)(q42.3q44), del(3)(26.3p24.3), del(4)(q32.q35.2), del(8)(q24.23G24.3), -15, del(17)(p13.1p12),
del(18)(p11.332p11.21)(q11.1923), cnLOH(4)(q13.1913.2), cnLOH(5)(q12.13.1)

xi



ID Subtyp Grade Patologické nalezy

del(1)(p36.32p11.2), del(15)(q13.1q26.3), del(19)(q11q13.43)
18A Oligodendrogliom 2 mutace IDH1 (R132H)
hypermetylace pMGMT (37,3%)

del(1)(p36.33p11.2), del(15)(q11.2q26.3), del(19)(q11q13.43)
18B Oligodendrogliom 2 mutace IDHT (R132H)
hypermetylace pMGMT (40,3%)

del(1)(pterp11.2), del(19)(q11qter)
23A Oligodendrogliom 2 mutace IDHT (R132H)
hypermetylace pMGMT (29%)

del(1)(p36.33p11.2), del(19)(q11q13.43)
mutace IDH1 (R132H)
Anaplasticky hypermetylace pMGMT (64%)

238 oligodendrogliom

add(16)(p13.3)

add(3)(q26.1), add(5)(q14.3), add(6)(q16.3), add(8)(q22.1q24.3), +11, add(13)(q21.1)(q21.31921.32)(q31.1931.3),

Tabulka P2: Pfehled patologickych nalezii u nemocnych s oligodendrogliomy. (/DH-wt = IDH nemutovany)
Cerné pismo - aberace detekované pouze v diagnostickém vzorku.

Modré pismo - aberace detekované v diagnostickém vzorku i pfi opakovanych odbérech.

Cervené pismo - aberace nové detekované pfi opakovanych odbérech.

xii



ID Subtyp Grade Patologické nalezy

del(1)(g21.2921.2), add(1)(p21.1p21.1)(q23.3924.1)(q25.2925.2)(q31.1q32.1)(q32.1932.3)(q43q44)

11A Primarni glioblastom 4| cth()(pterp12), del(1)(q32.3q43), +7, del(9)(p22.3p22.1)(p22.1p21.3), -10, del(11)(q13q22.3), cth(17)(q11.2¢21.33),
+19, +20
cth(1)(pterp11.1), del(1)(q32.2q43), +7, del(9)(p23.3p21.3), -10, del(11)(q13g22.3), cth(17)(q11.2921.32), +19, +20

11B Primarni glioblastom 4
del(6)(p21.33p21.1), del(8)(pterp12), add(18)(pterp11.32), -22
+19

12A Primarni glioblastom 4 +7,-10
hypermetylace pMGMT (13%)

12B Difuzni astrocytom 2 7,10

y hypermetylace pMGMT (10,3%)

del(3)(p21.31)

15A Primarni glioblastom 4 del(1)(p36.32)(q31.1931.2)(q44)(g44), del(3)(p26.3p26.1)(q24925.2), del(4)(q31.22g31.3), del(5)(gq33.2g35.1), -6,
add(7)(p11.2p11.2), del(9)(pterp21.3)(bialel.del.CDKN2A/B), -10 (bialel.del.PTEN), del(11)( p15.4)(p15.4)(p14.1),
del(12)(p13.31p12.1), -13, -14, del(15)(q11.2912)(q12)(q14), del(22)(q11.1911.21)(q11.22q11.23)(q12.2qter)
del(1)(p36.32)(q31.1931.2)(q44)(q44), del(3)(p26.3p26.1)(q24q25.2), del(4)(q31.22931.3), del(5)(q33.2g35.1), -6,
add(7)(p11.2), del(9)(pterp21.1), -10, del(11)(p15.4)(p15.4)(p14.1), del(12)(p13.31p13.1)(p13.1p12.1), -13, -14,

15B Primarni glioblastom 4 del(15)(q11.2q12)(q12)(q14), del(22)(q11.1911.21)(q11.22911.23)(q12.2qter)

del(9)(q31.1934.11), add(11)(p15.4), add(15)(q25.1)

xiil




Subtyp

Grade

Patologické nalezy

16A

Primarni glioblastom

add(1)(p32.1p31.3)(921.39g22), add(3)(p21.31), add(4)(p16.3), add(5)(931.2931.3), +20

del(1)(p36.32), del(3)(q26.1), add(5)(q35.2), del(6)(p25.3), add(7)(pterq21.11)(q22qter), add(8)(q22.3g22.3),
del(8)(q23.3q24.13), del(9)(p23p21.2)(q34.13), add(9)(q22.2)(q31.1), -10(bialel.del.PTEN),
add(11)(p15.4)(p15.2p15.1)(p13), del(11)(q14.39g23.1)(q24.3), add(12)(p13.33p13.32)(q24.11q24.12),
add(15)(g22.2)(q22.31), del(16)(q22.2qter), add(17)(gq25.1), +19, del(22)(q12.2q12.3)

16B

Primarni glioblastom

del(1)(p36.32p36.22), del(3)(g26.1), add(5)(q35.2), del(6)(p25.3), add(7)(pterqg21.11)(qg21.3qter), add(8)(q22.3),
del(8)(g23.3q24.13), del(9)(p23p21.2)(q34.13), add(9)(q22.2)(q31.1), -10, add(11)(p15.4)(p15.2)(p13),
del(11)(q14.3923.1)(q24.3), add(12)(p13.33p13.32)(q24.11924.12), add(15)(q22.2)(q22.31), del(16)(g22.1qter),
add(17)(q24.3)(q25.1), +19, del(22)(q11.1)(q12.3)

add(1)(p36.22p34.2)(q21.1q44), cnLOH(1)(p34.2p13.3), add(2)(p11.2)(q14.2), add(3)(p21.31)(q26.1qter),
add(6)(q16.1), add(12)(p11.21)(q13.12), add(20)(pterq11.22), add(22)(q13.1)(q13.2)

17A

Primarni glioblastom

add(11)(p15.3p15.3)(p15.2p15.2), add(16)(p13.3p13.3), +19

+7, del(9)(p22.2p21.1)(p13.3p13.1)(bialel.del. CDKN2A/B), -10, add(15)(q24.1q24.1), del(15)(q13.2q14)

17B

Primarni glioblastom

+7, del(9)(p22.3p21.1)(p13.3p13.1)(bialel.del. CDKN2A/B), -10, del(15)(q13.2q14), add(15)(q24.1)

add(3)(p26.2p24.3)(p12.3p11.1), add(4)(p16.1)(q12q13.2)(q26)(q28.3)(q32.1932.2), del(5)(p15.1p13.3),
add(6)(q12)(q15916.3), add(8)(q23.2923.3), add(9)(q34.11g34.3), add(12)(q23.3q24.23), del(12)(q24.32q24.33),

del(15)(q11.2q12), add(18)(q22.1922.3), add(19)(p13.3p11)(q11q13.12), del(19)(q13.42q13.43), del(X)(p21.3p11.3),

hypermetylace pMGMT (35.3%)

Xiv




ID Subtyp Grade Patologické nalezy
+2, +3, del(4)(pterq12)(q12qter), -5, -6, +7, cnLOH(8), add(9)(pterp13.1), cnLOH(10)(pterq11.22), del(10)(q11.22qter), -
11, cnLOH(12)(pterp13.33)(p13.33913.3)(q14.1924.33), del(12)(p13.33), cth(12)(q13.3q14.1), -13, -14, -15, +16,
del(17)(p13.1), cnLOH(18), cnLOH(19), +20, +21, add(22)(q11.1912.1), cnLOH(22)(q12.1qter), add(X)(pterp22.33)(q28),
21A Primarni glioblastom 4 del(Y)(p11.2)(p11.2911.21)(q11.221)(q11.221)(q11.221)(q11.221),
add(4)(q12),
hypermetylace pMGMT (64,5%)
add(4)(q11912), +7,
0,
21B Primarni glioblastom 4 hypermetylace pMGMT (27%)
+9, add(10)(p15.39q11.21), add(12)(q13.3q14.1), +X
add(1)(p31.1)(q43g44), add(3)(p26.3p11.1)(q11.1929), del(3)(p21.31), add(17)(q21.31g25.3)
22A Primarni glioblastom 4
del(4)(q35.1935.2), del(6)(q25.2925.3), +7, del(10)(q23.2g26.3)/-10, add(12)(q13.3q14.1), -14, add(17)(p13.1)
22B Primarni glioblastom 4 del(4)(q35.1), del(6)(g25.2¢g25.3), +7, del(10)(q23.2q26.3)/-10, add(12)(q13.3q14.1), -14, add(17)(p13.1)

Tabulka P3: Pfehled patologickych nalez(i u nemocnych s primarnimi glioblastomy.
Cerné pismo - aberace detekované pouze v diagnostickém vzorku.

Modré pismo - aberace detekované v diagnostickém vzorku i pfi opakovanych odbérech.
Cervené pismo - aberace nové detekované pfi opakovanych odbé&rech.
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