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1 UVOD

Nadory centralni nervové soustavy predstavuji vysoce heterogenni skupinu tumort,
které se déli dle raznych stupiit kritérii a oblasti zasazeni. Z obecného hlediska jsou rozliSovany
na nadory primarni, jenz vznikaji z mozkovych bunc€k a struktur tvofici mozkovou tkan

a na nadory sekundérni, které mohly vzniknout ze zdkladu metastazi nadoru.

Jedna se o velmi specifické patologické procesy vzniku nadord, specialné pro oblast
centralni nervové soustavy, kde je obzvlast’ obtizny chirurgicky zasah, 1é¢ba i samotna predikce
onemocnéni. Z hlediska lokalizace je na nadory centrdlni nervové soustavy pohlizeno zcela
jinak. Jejich rust je omezovan uzavienym prostorem lebe¢ni oblasti, coz ve velké mife ovliviiuje
terapeutické ptistupy, zaroven zvySuje ohrozenost zasazeni dilezitych center zivotnich funkci

ulozenych v mozku.

Dle epidemiologického hlediska je incidence nador velmi variabilni a rizné kolisa
v zavislosti na véku, pohlavi, dle mista vzniku, ¢i vyskytu v riznych svétovych oblastech.
Studie potvrzuji, ze nejvetsi procentudlni vyskyt zaujimaji neuroepitelialni nadory vznikajici
z glidlnich podpirnych bun¢k mozku, gliomy neboli také difuzni glidlni nadory, tvofici vétsinu
intrakranidlnich nadort.

Diagnostické zaklady glidlnich nadort vychazeji z histopatologickych poznatki, avSak

vyvoj molekuldrnich metod se zna¢né zaclenil mezi kritéria hodnoceni a ovlivnil klasifikaci

tumoru CNS.



2 CILE PRACE

Nadory centralni nervové soustavy predstavuji nejkomplikovanéjsi typ onemocnéni
v onkologii z hlediska piesnosti diagnostiky konkrétnich nadort a samotného piistupu k 1é¢bé,
ktery se odrazi na kvalité a délce Zivota pacientii. Nejcastéji diagnostikovanou skupinou nadort
centralni nervové soustavy jsou difuzni glidlni naddory, u kterych byvaji pozorované specifické
molekularni markery. Tyto markery umoznuji klasifikaci typu nadoru a uleh¢uji samotnou

predikci, progndzu a 1écbu.

Jedna z metod, ktera je Casto vyuzivana ke zptfesnéni finalni diagnoézy, vychazejici
Z histopatologickych podkladu, je metoda fluorescen¢ni in situ hybridizace. Prostfednictvim
metody fluorescenéni in situ hybridizace jsou u jednotlivych nadorti popisovany vyskytujici
se delece nebo amplifikace gentl, predstavujici molekularni markery jako prostfedek hodnoceni
findlnich diagnéz. Cilem této prace je zhodnoceni skupiny pacientli s diagnostikovanymi
difiznimi glidlnimi nadory, jedna se o oligodendrogliomy, astrocytomy a glioblastomy,
na zaklad¢ zjisténi stavu ptitomnych biomarkerd 19913.32, 1p36.3, CCND1, CEP7, EGFR
a PTEN, typické pro jednotlivé nadory pomoci metody fluorescencni in situ hybridizace.
Zjisténé delece a amplifikace ptitomnych markert jsou spojeny s ur¢enim progrese a malignity

nadort a mohou mit velky vliv na finalni postup pii ur¢ovani vhodné 1écby.



3 LITERARNI PREHLED

3.1  Epidemiologie nadoriu centralni nervové soustavy

Dle lokalizace 1ze nadory CNS délit na supratentorialni (mozkové hemisféry, bazalni
ganglia) a infratentorialni (mozecek, mozkovy kmen). Supratentorialni nadory u dospélych
tvoii 8085 %. Infratentorialni nadory se nejcastéji vyskytuji u déti a u dospélych tvofi ptiblizné

15-20 %, z toho pouze 2,4 % se nachazi v mozkovém kmeni. (Nahlovsky, et al., 2006).

Dal$im kritériem hodnoceni je vék, dle kterého jsou tumory odliSovany na nadory
détského veéku a dospélych pacientd. U déti jsou zhoubné nadory CNS diagnostikovany
od narozeni do 14 let, s primémym nejcastéj$im vyskytem u pacientd ve véku 5 let.
U adolescentli je obdobi nejvyssiho vyskytu mozkovych i jinych nddortt CNS diagnostikovano
ve véku od 15 do 19 let. Z histologického hlediska mezi nejéastéji vyskytujici se maligni nadory
této vekové skupiny jsou diagnostikovany gliomy, naopak nejcastéji vyskytujici se benigni

patologické nélezy jsou nadory hypofyzy.

Nadory mozku a CNS u dospélych pacientt jsou v poradi 8. nejrozsifenéjsi z hlediska
vyskytu. Nejéastéji se vyskytujici maligni typy nadord jsou gliomy. Piiklady nezhoubnych
tumort, se kterymi se nejcastéji pacienti potykaji jsou meningeomy a adenomy hypofyzy.

(Ostrom, et al., 2021).

Na tumory CNS lze také pohlizet z hlediska vyskytu stejnych a specifickych typt
nadorl napti¢ generacemi nebo rodinami. Tento vyskyt je oznacovan jako familiarni nebo non-
familiarni. Typickym ptikladem familidrniho vyskytu jsou hemangioblastomy CNS, postihujici
predevs§im mozecek a michu. Jedna se o nadory, které jsou soucasti Von Hippel — Lindauova
syndromu. Tato choroba ma autozomalné¢ dominantni dédi¢nost. Rodinnou zatéz maji
retinoblastomy, pro které je charakteristicka mutace na chromozomu 3. Dalsim piikladem
familiarné vyskytujicich se nadort je meduloblastom nebo subependymom, jejichz zastoupeni

je v tomto piipadé podstatné nizsi (Nahlovsky, et al., 2006).



3.2  Symptomatologie a klinicky obraz

Klinické ptiznaky u mozkovych nadorti mohou byt v pocatecnich stadiich nespecifické
a pacienta Casto ptivedou k 1ékafi az v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni. Popis toho, jak se bude
tumor projevovat, zalezi na jeho lokalizaci (supratentorialni nebo infratentorialni) a chovani
samotného nadoru, coz predstavuje pfedevSim rychlost ristu, intratumordzni krvaceni,

trombotizace cév, infiltrativni rist ¢i expanzivni chovani.

Symptomy jsou dle klinického hodnoceni rozd€lovany na obecné a fokalni (loziskové).
Obecné symptomy vychdzi ze zvySeného intrakranialniho tlaku (ICP) a vedou az k projeviim
syndromu nitrolebni hypertenze (Alomar, 2010). Vyvolany vzestup intrakranialniho tlaku
v mozkové Casti je fazen mezi prvotni symptomy pozorovatelné pii diagnézach mozku,
a to prevazné u rychle rostoucich tumort. Syndrom intrakranialni hypertenze je spojovan
s bolestmi hlavy, zvracenim, nauzeou, poruchami védomi, otoky ¢&i dvojitym vidénim,
v I¢kaiské terminologii oznacovano jako diplopie. Neléceni syndromu vyvolava tlakovou
herniaci mozku neboli vysunuti ¢i vyhiez ¢asti mozkové tkané pti zvySeném intrakranidlnim
tlaku, v krajnim ptipadé muze dojit az ke smrti (Nahlovsky, et al., 2006). Loziskové piiznaky
vychézi z ulozeni nddoru. Dal§im typickym a Casto inicidlnim pfiznakem byva epilepticky
zachvat. (Amidei et Kushner, 2015). Pti 1ézich ¢elniho laloku dochazi k porucham zakladnich
kognitivnich funkci (Coomans et al., 2019). U infratentorialnich nadort dochazi k parézam
okohybnych nervii, k senzomotorickému deficitu z postizeni mozkového kmene a mozeckové
symptomatologii, kde je fazena ataxie, dysmetrie, tremor nebo poruchy chiize, vychazejici

Z postizeni mozecku.

Smrt v kone¢nych piipadech zplisobuje vysoky vzestup intrakranidlniho tlaku,
komprese dilezitych center mozkového kmene, nebo také blokace spravné cirkulace
mozkomisniho moku vedouci k obstrukénimu hydrocefalu, kdy dochazi k abnormalnimu
hromadéni  mozkomi$niho moku v  komorach  a subarachnoidalnim  prostoru

(Wong et al., 2011).



3.3  Diagnostika

Diagn6za se stanovuje na zdakladé klinického nalezu laboratornich vysledkd,
radiologickych vysetfeni a histologického vySetfeni tkdn¢ nadoru ziskaného pii operacnim
vykonu. V diagnostice nadoru mozku maji dominantni postaveni predevSim zobrazovaci

metody (Nahlovsky et al., 2006).

3.3.1 Vypocetni tomografie

Rychlou lokalizaci s charakteristikami procesu kancerogeneze umoziiuje vySetieni
vypocetni tomografie (CT) (Huile Gao et Jiang, 2013). Vysetieni CT ma jist¢ vyhody,
predevsim tato metoda vynikd dobrou dostupnosti a rychlym ziskdnim potiebnych dat.
Nédorové lozisko je detekovano zménou denzity, pii vyobrazeni vyslednych snimku Ize takto
odlisit patologicky poSkozenou tkan. P¥i metodé CT se podavaji kontrastni latky, nejéastéji
intraven6zné. Zdrojem této vySetfovaci metody je rentgenové zateni, paprsky zafeni jsou
zachycovany digitalnimi detektory a nasledné jsou pieneseny do pocitatového zatizeni, kde

je poté zpracovan definitivni obraz vysetfované oblasti. (Cormode et al., 2013).

3.3.2 Magneticka rezonance

V dnesni dob¢ nepostradatelnou diagnostickou metodou pfi zjiStovani presné diagnozy
tumoro6zniho postiZzeni mozku je magneticka rezonance (MRI). MRI je neinvazivni zobrazovaci
technika, kterd poskytuje velmi detailni anatomické snimky. MRI neemituje Zadné Skodlivé
ionizujici zafeni oproti pocitatové tomografii, naopak principem MRI zobrazovani je vyuziti
magnetického pole. Stejné jako u CT byvaji pii magnetické rezonanci podavany kontrastni
latky a v tomto ptipad¢€ je pii procesu skenovani kli¢ové udrzeni pacienta v nehybné poloze,
pro ziskani co nejkvalitnéjsich snimkt (Pope et Brandal, 2018). MRI metoda je vhodna
pro zobrazovani meékkych télesnych tkanich, konkrétné¢ v mozku lze pomoci MRI také
rozliSovat Sedou a bilou hmotu, a zaroven je vzhledem k mén¢ invazivnimu charakteru vhodna

pro diagnostiku nédort.

Prikladem specidlnich MRI technik je funkéni magneticka rezonance, na zéklad¢ ktere,
je mozné pozorovat aktivaci oblasti mozku béhem kognitivnich funkci, coz je vyuZzivano
pro lepsi predstavu a pochopeni organizace CNS a mozku (Villanueva-Meyer, et al., 2017).
Ostatni metody diagnostického charakteru vyuzivanych pii studiu CNS a mozku jsou
pozitronova emisni tomografie, angiografie, elektroencefalografickd diagnostika a dalsi

(Nahlovsky et al., 2006).



3.4  Terapie

Postupy pfi terapii nddord CNS jsou znacné specifické a v jistych ohledech omezené.
Pti chirurgickém odstranovani tumort je dilezité odebrani co nejvetsiho mnozstvi patologicky
poskozené tkané, ale zaroven dbat na bezpecnost pii manipulaci v oblastech zivotné dulezitych
center. Chirurgicky zéasah je nadale dopliiovan chemoterapii, radioterapii a dal§imi moznymi
prostiedky (Perry et Schmidt, 2006). U zbylych ¢asti lozisek tumort, které neni mozné odstranit
vzhledem k omezenému pfistupu oblasti lebe¢ni, je snaha o co nejvétsi omezeni ¢i uplného

zastaveni faze déleni nadorovych bun¢k.

3.4.1 Chirurgicka terapie

Chirurgicka terapie u zhoubnych nadort, jak jiz bylo vyse zminéno, je velmi omezena
a je nutné zaridit komplexni péci pacientl pfi téchto diagnozach. Klicové je také zapojeni
nckolika 1€katskych specialistli v tomto oboru, pro komplexni pohled a konzultaci terapie.
Chirurgické odstranéni, tzv. cytoredukce je doporuovéana u vétSiny diagnoéz, s hlavni snahou
0 zachovani intaktnosti oblasti mozku, které jsou pro chod lidského organismu nenahraditelné

(Bush, et al., 2017).

3.4.2 Radioterapie

K chirurgicky nedostupnému lé€ebnému procesu ¢i odstranéni co nejvétsiho mnozstvi
nadoru a zbyvajici tumordzni tkan€ je vyuzivana radioterapie. Lécba ozafovanim vyuziva
ionizujiciho zafeni za ucelem poskozeni genetické informace rakovinotvornych bunék, které
se vzapéti prestavaji délit a nasledné zanikaji (Baskar. et al., 2012). Radioterapie je aplikovana
dle urcitych faktor, zejména dle druhu a lokalizace nadoru. Podminkam diagnozy

je pfizpusobena i dana 1é¢ba, radioterapie je provadéna zevni a vnitini cestou.

Obe¢ terapie piisobi lokalné a cili na konkrétni mista vyskytu naddorti. Pii externi terapii
ozatuje paprsek z vnéjSiho prostfedi cilené na urCité misto nalezu. Pii terapii vnitini, tzv.
brachyterapie, je vyuzivano pevnych zdroji neboli radioterapeutickych implantatt, které byvaji
docasné umistény do mista ur¢ené¢ho k 1é¢bé (Nahlovsky et al., 2006). Jako zdroje vnitini
radioterapie jsou vyuzivany mimo jiné kapalné preparaty, které uz ale ptisobi systematicky
a tkanémi se dostavaji do celého téla, kde vyhledavaji zdroj rakovinovych bunék, na které cili.

Kapalné preparaty jsou podavany prevazné intravendzné a peroralné (Bush, et al., 2017).

Mozkova tkan je schopna tolerovat davku zafeni az do 60 Gray. Ozafovani probiha

ve vymezenych cyklech a opakované dle predem urceného navrhu terapie. VyuZiti radioterapie



smefuje v nejlepSich ptipadech k Gplnému vyléceni, zefektivnéni dalsi 1écby ¢i sniZeni rizika
navratu onemocnéni (Bush, et al., 2017). Jestlize neni moznost uplného vyléceni, terapie
je vyuzivana ke zmirnéni pfiznaki a bolesti, v tomto piipadé je 1écba ozafovanim oznacovana

jako paliativni radioterapie.
3.4.3 Chemoterapie

Soucasn¢ s chirurgickymi zakroky a 1é¢bou ozafovanim je kombinovana chemoterapie.
Cilem je inhibice bunécné proliferace spojované s rustem nadorti a zabranéni nasledujici invazi
a vytvareni metastazi. Chemoterapeutickd ¢inidla primarné¢ zasahuji do makromolekularni
syntézy neoplastickych bunck a ovliviuji tak jejich funkci. Pii Gspé$né interferenci dochazi
kbunétné smrti a spuSténi apoptozy. Specialné pii aplikaci do CNS je ucéinnost

chemoterapeutickych latek velmi limitovana (Taal, et al., 2015).

Hlavnim problémem je hematoencefalicka bariéra, ktera hraje dulezitou roli
Vv regulaci a propousténi biologickych a chemickych substanci. Pfes hematoencefalickou
bariéru prostupuji molekuly limitované svou velikosti. Dochazi tedy k velkému omezeni
pouzivani vhodnych chemoterapeutickych latek vzhledem Kk propustnosti membrany, proto
neni mozné vétSinu 1é¢iv aplikovat takovym zpusobem, aby se dostaly do hlavniho mista

pusobeni (Cintron-Garcia et Guddati, 2020).

Chemoterapie je povazovana za komplexni 1é¢bu, konkrétné u zhoubnych glidlnich
nadort je ale vyuzivana jako dopliikova terapie, ktera obecné prodluzuje zivot pacientd o 1-2
mésice. Nejrozsahlejsi vyuziti chemoterapie je shledavano u astrocytomtl.. Naopak nej€astéjsi
a zaroven nejagresivngjsi glialni nadory glioblastomy, jsou velmi chemorezistentni, a v 16¢bé

glioblastomil tedy pfevlada provedeni chirurgického vykonu v kombinaci s radioterapii.

Vysledné ptisobeni chemoterapeutik je ovlivnéno stavem hematoencefalické bariéry,
heterogenity bun¢k, pribéhem bunétného cyklu a vytvafenim rezistence Vici
chemoterapeutickym latkam (Nahlovsky, et al., 2006). Aplikaci chemoterapie doprovazi
nezadouci uc¢inky, které mohou byt jak akutni, tak dlouhodobé, proto je nutné monitorovani
a sledovani skupin pacientt, ktefi jsou vystaveni vyssimu riziku komplikaci (Cintron-Garcia

et Guddati, 2020).



3.5  Glialni nadory

Gliomy ptedstavuji nejcastéji se vyskytujici primarni nddory CNS a zptisobuji rozsédhlou

mortalitu a morbiditu (Ostrom, et al., 2014).

Hlavnim mistem vyskytu glidlnich nadord je mozek, konkrétné gliova tkan slozena
Z podptrnych gliovych bunék, ze kterych se nadory posléze diferencuji, ale neni vyjimkou,
ze se mimo mozek mohou gliomy vyskytovat v celé CNS (Ostrom, et al., 2014). Zaroven
je pro tyto nadory typicky infiltrujici charakter, coz znamenda, ze velmi cCasto dochazi

k prortstani do okolnich tkanich a rist nadora neni ohrani¢en (Wank, et al., 2018).

3.5.1 Neuroglidlni buiiky

Neuroglialni buiky, ¢asto zjednodusované jako tzv. gliové bunky, v mozku spolu
s neurony vytvaii tkan nervové soustavy (Jessen, 2004). Neuroglie jsou od neuroni odlisné
v mnoha smérech, nejenze jejich zastoupeni v tkdni je mnohonasobné vyssi, ale zdroven maji
vV mozku a nervovém systému nenahraditelné funkce. Vyraznym rozdilem je pifima netcast
glialnich bun¢k pii synaptickych interakcich a signalizaci. (Verkhratsky, et al., 2019). Jejich
hlavni funkci je praveé podpora a ochrana neuronti @ maji zachovanou schopnost neomezeného

déleni, kdeZto neurony tuto vlastnost nemaji.

Podptrna funkce glii napomaha k udrzovani synaptickych kontaktii a udrzovani jejich
signaliza¢nich schopnosti. Obecné jsou glialni builky v mozku zastoupeny ve vys$sim poctu
nez neurony, ale naopak ve srovnani s neurony se glidlni bunky 1isi ve své velikosti, jsou
podstatné¢ mensi a strukturné vykazuji taktéz urcité rozdily (Jessen, 2004). Glialnich bunék
je v CNS nékolik typt a gliomy vznikaji nekontrolovanym délenim a maligni transformaci
ptedevsim Ctyt podtypt glii, a to konkrétné z oligodendrocytll, astrocytli, mikroglidlnich bun¢k

a ependymovych bun¢k (Junqueira, 1992).
3.5.2 Astrocyty, oligodendrocyty, mikroglie a ependymové buiiky

Astrocyty, casto oznacované jako hvézdné bunky na zékladé jejich tvaru, jsou nejvétsi
glidlni bunky s dlouhymi a ¢etnymi vyb&zky V radidlnim usporadéni, které jsou opatfeny
roz§ifeninami vybézku, tzv. vaskularni pedikly. Jadra astrocyti jsou kulata a lokalizovana
ve sttedu bun€k (Junqueira, 1992). Cytoplazma buné€k obsahuje intermediarni vlakna
strukturovana z glidlniho fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP). Protilatky proteinu GFAP
se ¢asto pouzivaji pro imunohistochemické barveni (viz obrazek 1) a prikaz neoplastickych

astrocytu (Hol et Pekny, 2015).



Astrocyty se podili na udrzovani vhodné stability chemického prostiedi pro nervovou

signalizaci a zaroven vytvari izola¢ni bariéru, ktera slouzi k ochrané nervového systému.

Existuji dva hlavni typy astrocytt, protoplazmatické vyskytujici se v Sedé hmot¢ a mise

a astrocyty fibrilarni nachazejici se v bilé hmoté (Sofroniew et Vinters, 2009).

- A

Obrazek 1: Astrocytarni buiiky barvené imunobarvenim GFAP (Agamanolis, 2023)

Oligodendrocyty jsou na rozdil od astrocytii podstatné mensi s krat$§imi a méné hojnymi
vybézky (Junqueira, 1992). Oligodendrocyty se podili na vytvafeni myelinového obalu
bohatého na lipidy, ktery ovlivituje rychlost vedeni ak¢niho potencialu (Kuhn, et al, 2019).

Mikroglie reprezentuji mononuklearni fagocytarni systém v nervové soustavé a figuruji
jako fagocytujici elementy (Colonna et Butovsky, 2017). Té€la mikroglii jsou mala, denzni
a jejich jadra obsahuji vysoce kondenzovany chromatin. Na povrchu vysilaji kratké vybézky

s Cetnymi vyrustky pfipominajici trnity vzhled (Junqueira, 1992).

Buniky ependymové vystylaji centralni dutiny mozku a michy. Ependymy jsou opatieny
fasinkami, jejichz hlavni funkci je zajisténi a podpora toku mozkomi$niho moku (Spassky,
et al., 2005).



3.6  Klasifikace glialnich tumori centralni nervové soustavy a mozku

Klasifikace glialnich tumortt CNS prosla slozitym vyvojem a nejnovéjsi formulace byly
vydany v roce 2021 (viz obrazek 2) dle WHO (World health organization). Vyznamny podil
na formulaci aktualniho systému klasifikace ma vyvoj molekularni diagnostiky, ktera piinasi
stale inovativni a kli¢ové zdroje informaci, zaroven je jadro systému postaveno na klasickych
metodach imunohistochemie a poznatkd z histologie, které tradi¢né prispivaji k diagnostice
nadort (Louis, et al., 2021). Pokrocilé diagnostické technologie napomohly k predstaveni
novych typt nadora a odlisnému piistupu k nomenklatuie. Zmény v systému klasifikace vedou
také k pohotovéj§imu aracionalnj$imu piistupu pii klinickém rozhodovani a budoucich

postupech.

Klasifikace tumort centralni nervové soustavy byla zalozena primarné na vysledcich
z histologie, konkrétné na morfologickych vlastnostech pfislusnych nadort. Aktualné jsou
prognosticka zjisténi obohacena 0 poznatky na molekularni trovni (Chai, et al., 2022).
Molekularni parametry jsou ur¢ovany stanovenim piitomnosti biomarkera, které piedstavuji
diilezity néstroj jak pro samotnou klasifikaci, tak ur€ovani specifické progndzy a tzv. gradingu

neboli urceni stupné diferencovanosti daného typu nadoru (Reuss, 2023).

Astrocytoma, diffuse gliomas

Adult-type diffuse gliomas Oligodendroglioma, IDH-mutant, 1p/19q-codeleted

Glioblastoma, IDH wildtype

Diffuse astrocytoma, MYB- or MYBLI altered

Angiocentric glioma

3 5 ediatric- » diffuse low-grade
Gliomas, glioneuronal tumors, neuronal tumors Pediatric-type diffuse low-grade
gliomas =
Polymorphous low-grade neuroepithelial tumor

of the young

Diffuse low-grade glioma, MAPK pathway-altered

Diffuse midline glioma, H3 K27-altered

Diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant

Pediatric-type diffuse high-grade -
gliomas Diffuse pediatric-type high grade glioma, H3-wildtype |
and IDH wildtype )

Infant-type hemispheric glioma

Obrazek 2: Schéma klasifikace glidlnich nadora dle nejnovéjsiho vydani WHO 2021. Upraveno
podle Louis et al., 2021
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3.6.1 Diftzni gliomy dospélého véku

Difuzni gliomy u dospélych pacient jsou nejcastéji se vyskytujici maligni tumory
centralni nervové soustavy a mozku. Jsou ve velké mite infiltrativni a zaroven rezistentni viici
terapiim, tudiz jsou obecné charakterizovany jako témér nelécitelné (Whitfield et Huse, 2022).
Klasifikace difuznich nadorti byla v roce 2021 zjednodusena a postavena na molekularnich
rysech ve spojitosti s histopatologii. Vyznamné biomarkery, na kterych byla zalozena
molekularni charakteristika difznich glidlnich nadorti jsou mutace izocitratdehydrogenazy
(IDH) akodelece 1p/19q, na zakladé kterych byly odvozeny tii zakladni typy diftznich
glialnich nadort dospé€lych pacientd, astrocytom IDH mutant, oligodendrogliom IDH mutant
s 1p/19q kodeleci a glioblastom IDH - wildtype (viz obrazek 3) (Reuss, 2023).

—— grade Il
C Astrocytoma, IDH mutant }— grade II1
————— gradelV

—— grade Il
C Adult-type diffuse gliomas —C Oligodendroglioma, IDH mutant, 1p/19q codeleted }
grade 111

Glioblastoma, IDH-wildtype )

Obrazek 3: Klasifikace difuznich glidlnich nadort dospélého veéku dle nejnovéjsiho vydani

WHO 2021. Upraveno podle Louis et al., 2021

3.6.2 Astrocytom, IDH mutant

Astrocytom (viz obrazek 4) je typ glialniho nadoru vznikajici z astrocytarnich bunék.
Astrocytomy jsou z molekularniho hlediska specifikovany jako IDH mutant, na zakladé
ptislusné IDH1 a IDH2 mutace a sabsenci 1p/19q kodelece Pro tyto gliomy jsou také
charakteristické mutace v TP53 a ATRX genech (DeWitt, 2022). Zaroven jsou astrocytarni
nadory definovany dle stupné rychlosti Sifeni, rozsahu a vaznosti na grade 11, 111 a IV. (David,
etal., 2023). Typickym primarnim symptomem byva epilepticky zachvat, doprovazeny dal$imi
ptiznaky, predev§im silnymi bolestmi hlavy nebo objevujicimi se psychologickymi stavy,
jako jsou zmény osobnosti (Starkweather, et al., 2011). Astrocytomy jsou velmi infiltrativni,
coz ma za nasledek komplikace pii chirurgickém odstranéni, které je ve vétSiné piipadech

nekompletni (DeWitt, 2022).
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Z histologického pohledu jsou charakterizovany od diferencovanych nadora
s minimalni mitotickou aktivitou az po znacné anaplastické, proliferativni a hypercelularni.
Neoplastické bunky téchto nadorl se vyznacuji hranatymi jadry, coz je kli€¢ové pii pozorovani
a identifikaci nuklearni morfologie (Brychtova et Hlobilkova, 2008). U astrocytoma IDH
mutant grade IV, je pozorovana zvySena mitoticka aktivita, abnormalni mitdzy, vétsi mira
shlukovani bunék a vyskyt atypickych jader nebo vicejadernych nadorovych bunck, coz

vyrazn¢ odlisuje grade I11 od grade 1l (David, et al., 2023).

U IDH mutantnich astrocytomit grade IV se vyskytuji mikrovaskularni proliferace
a rozsahlé palisadové nekrozy. Z hlediska molekularniho je zde pfitomna homozygotni delece
CDKN2A/B, ktera je zakladem pro Kklasifikaci grade IV (Huang, 2022). V porovnani
s glioblastomem IDH wildtype postihuji astrocytomy grade 1V dospélé stiedniho véku (45 let)

4

a maji priznivéjsi prognoézu s az dvakrat delsi dobou preziti (David, et al., 2023).

Obrazek 4: Snimek astrocytarniho nadoru IDH mutant pofizeny magnetickou rezonanci (archiv
FNOL)

3.6.3 Oligodedrogliom, IDH mutant s kodeleci 1p/19q

Oligodendroglialni tumory (viz obrazek 5) jsou charakterizovany pfitomnosti

IDH mutace a kompletni deleci 1p/19q chromozomalnich ramen. Postihuji kortikalni kdru
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mozkovou a vétsina oligodendrogliom je lokalizovana v mozkovych hemisférach, méné Casty

je vyskyt v oblasti mozecku, mozkového kmene a michy (Tork et Atkinson, 2022).

Bunécné hranice oligodendrogliomii jsou tvofeny zietelnymi cytoplazmatickymi
membranami. Oligodendrogliomy jsou casto kalcifikované a dochdzi k ukladani vapniku
v nadorovych loziscich. Jev kalcifikace je velmi dobfe patrny na rentgenovych snimcich.

U téchto typt nddorti Casto dochazi k fokalnimu krvaceni do mozkového parenchymu.

Obrazek 5: Snimek oligodendroglialniho nadoru pofizeny magnetickou rezonanci (archiv
FNOL)

Z histologického a mikroskopického hlediska jsou pro oligodendrogliomy
charakteristické neoplastické oligodendrocyty s pravidelnym tvarem a kulovitymi jadry, jejichz

chromatinova struktura pfipomind zrnité uspofadani. V nadorech jsou pfitomné husté a vétvené

kapilarni sit¢ (David, et al., 2023).

Stejné tak jako u astrocytomu jsou u oligodendrogliomii rozliSovany stupné invazivity,
konkrétné grade II a grade III. U grade II jsou pozorovana kulata jadra a perinuklearni vakuoly
v bunikach. Nejcastéji se oligodendrogliomy grade II objevuji ve frontdlnim a temporalnim

laloku. Pro grade III jsou typické vyrazné atypie, vysoka mitoticka aktivita a mikrovaskularni
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proliferace (Tork et Atkinson, 2022). Buriky jsou malé, uniformni a husté nakupené (Brychtova
et Hlobilkova, 2008).

Na molekularni urovni jsou oligodendrogliomy pfevazné charakterizovany IDH mutaci
a 1p/19q kodeleci. Homozygotni delece CDKN2A nebo CDKN2B muze byt pfitomna u gradu

111, ale obecné k ni u oligodendrogliomt dochazi jen v malé mite (David, et al., 2023).

Jak jiz bylo zminéno, oligodenrogliomy jsou od astrocytomu odliSovany piitomnosti
kodelece 1p/19q, ktera je vyznamna pro tyto typy tumort. Nejbéznéjsi metodou pro vySetiovani
kodelece 1p/19q je metoda FISH, kde se k identifikaci chromozomalnich ramen pouZivaji
parové sondy lokalizované na chromozomech 1,V konkrétnich oblastech 1p36 a 1q25

a na chromozomu 19 v oblastech 19p13 a 19q13 (Reuss, 2023).

Kromé kodelece 1p/19q jsou u oligodendrogliomi pozorovany mutace v promotoru
TERT, ktery je zodpovédny za funkci koédovani katalytické podjednotky enzymatického
komplexu telomerazy (David, et al., 2023).

3.6.4 Glioblastom, IDH wild type

Glioblastomy jsou nejcastéji vyskytujici se primarni mozkové tumory, pfevazné
u dospé€lych pacientli. Zaroven se jednd o nejagresivngj$i formu tumori s relativné silnou
odolnosti vici terapiim, coZ souvisi s celkove Spatnou progndzou a odpovedi na 1écbu (Melhem,

etal., 2022).

Histologicky popis glioblastomi odpovida rozsahlym tumorim s centralnimi nekrézami
zasahujicimi do okolni tkadné v expanzivni mife S mikrovaskularni proliferaci, rychlou
mitotickou aktivitou a Spatnou diferenciaci (Brychtova et Hlobilkova, 2008) (viz obrazky
6 a7). Preference vzniku zahrnuji oblasti subkortikalni bilé hmoty, hluboké Sedé hmoty
hemisfér, ale pfedevSim dominantni oblasti vzniku je spankovy lalok. Plavodné byly
glioblastomy popisovany jako primarni a sekundarni, dle zptisobu vzniku a vyvoje (Melhem,
et al., 2022). V dnesni dob¢ pievazuje molekularni diagnostika, ktera glioblastomy klasifikuje
jako IDH wildtype. Molekularn¢ jsou glioblastomy popisovany amplifikaci genu EGFR,
pfitomnosti mutace promotoru TERT nebo vyskytujicimi se zménami v poctu kopii
chromozomt 7 a 10, konkrétn€¢ zisk chromozomu 7 aztrata chromozomu 10. DalSim

pozorovanym biomarkerem je methylace promotoru MGMT (David, et al., 2023).
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Obrazek 7: Snimek glioblastomu pofizeny z vySetieni magnetickou rezonanci (archiv FNOL)

3.7  Molekularni charakteristika difuznich glidlnich nadori

MV

vedou K porucham regula¢nich mechanismii, jako je ztrata funkce tumor supresorovych gent
nebo nadmérma exprese nékterych onkogend. Tumor supresorové geny koduji proteiny
regulujici proces bunééného déleni a zajist'uji jeho kontrolovany a spravny prub&h. Mutace

tumor supresorovych genli maji dopad na kodované proteiny, a v takovych ptipadech dochazi
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k nekontrolovanému déleni bunék a naslednému potencialnimu vyvoji nadorti (Nussbaum,

et al., 2004).

3.7.1 Molekularni markery difuznich glialnich nadora

Molekuldrni diagnostika glidlnich difuznich nadorti je postavena piedevSim
na sekvenacnich, cytogenetickych a imunohistochemickych metodach. Nedilnou soucésti
je metoda fluorescen¢ni in situ hybridizace, ktera piispiva diagnostice piesnou lokalizaci
konkrétnich gent predstavujici molekularni markery, jejichz mira vyskytu vede

k urceni piesnéjsich diagnéz a progndz pro budouci terapii (Ruichao, et al., 2022).

U nadord postihujicich CNS jsou metodou FISH obvykle vysetiovany kodelece 1p/19q
chromozomalnich ramen, amplifikace genu EGFR, delece genu CDKN2A/B, vysetieni ztraty
chromozomu 10 v kombinaci se ziskem chromozomu 7, aberace geni PTEN a CCND1
(Raposo, et al., 2021).

3.7.2 CDKNZ2A

Gen pro CDKN2A (cyklin dependent kinase inhibitor 2A) je tumor supresorovy gen,
nachazejici se na chromozomu 9p21. Tento gen kdduje transkripty regulujici bunéény cyklus,
konkrétné blokaci abnormalniho bunécného rustu a proliferace zprostiedkované vazbou
komplexd cyklin-dependentnich kinaz a cyklinu D. (Foulkes, etal., 1997). Dochazi
tak k inhibici kinazové aktivity enzymu a naslednému zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi

(Huang, 2022).

Homozygotni delece CDKN2A/B se vyskytuje u mnoha typt nadord a jeho pfitomnost
je spojovana se $patnou prognézou. Delece CDKN2A/B byva nalezena u oligodendrogliomu
a astrocytomu gradu 4 (David, et al., 2023).

3.7.3 Kodelece chromozomalnich ramen 1p/19q

Kodelece chromozomalnich ramen 1p/19q (viz obrazek 8) je popisovana jako jeden
z prvnich neuroonkologickych marker. Terminem kodelece je vyjadiena ztrata genetického
materidlu chromozomalnich ramen Ipa19q, zplsobend nebalancovanou translokaci

(Chamberlain et Born, 2015).
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Tento typ kodelece je spojovan s ptiznivou progndzou, relativné efektivni odpovedi
na chemoterapii a radioterapii, a celkové delsim ptezitim onkologického pacienta bez vyrazné
progrese nadoru (David et al., 2023). Prakticky se v laboratofich kodelece 1p/19q vySetiuje
metodou FISH, kde se pomoci fluorescenc¢nich sond stanovuji poméry signalii konkrétnich

chromozomalnich oblasti 1p/1q a 19q/19p (Pinkham, et al., 2015).

der t(1;19) (p10;q10)
Lost in subglequent divisions

p— pr— F — ) | |

e |

CHROMOSOME 19

CHROMOSOME 1 |
der t(1;19) (q10;p10)

Obrazek 8: Schéma chromozomalni kodelece 1p/19q (Kaur, 2021)

3.74 EGFR

EGFR je receptor epidermalniho ristového faktoru a je ve velké mife exprimovan
a pozorovan jako molekularni marker u nékolika typ nadorti. Nadmeérna exprese a amplifikace

EGFR je typicka pro glioblastomy (Hongsheng XU, et al., 2017).

Problémem souvisejicim s nadmérnou amplifikaci EGFR u glioblastomti je pozorovana
rezistence v 1écebné terapii, konkrétné¢ v chemoterapii a radioterapii. S overexpresi EGFR
je zaroven spojovana proliferace a invaze téchto typt nadori do okolni tkan¢é. Mechanismt
aktivace signalni drahy EGFR je popisovano vice, pficemz vyznamny mechanismus aktivace
nastava pti zvysené produkci ligandt, nadmérné expresi nebo amplifikaci ¢i mutaci daného

receptoru (Oprita, et al., 2021).
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Obrazek 9: Vzorek glioblastomu obsahujici amplifikaci genu EGFR. Zvétseni 1000x (zdroj

vlastni)

3.7.5 PTEN

Homolog fosfatazy a tenzinu (PTEN), je tumor supresorovy gen. Aberace genu PTEN
jsou spojovany s celou fadou nadorovych onemocnéni jako je rakovina plic, prsu, prostaty,
mocového méchyie a mozku. PTEN je lokalizovan v oblasti chromozomalnich ramen 10g23.
Jako tumor supresorovy gen jesoucasti regulace bunécné proliferace, invaze a adheze

souvisejici s programovanou buné¢nou smrti a opravami poskozené DNA (Yang et Yin, 2020).

Ztrata exprese genu PTEN je typicka pro pocatecni gliomagenezi, a ma urcity vliv
pfi progresi malignich glidlnich nadord. NejcastéjSim typem aberace genu PTEN ve vyvoji
glioblastomi jsou delece chromozomalniho ramene 10q. Vyznam aberaci PTEN v korelaci
s dobou pfeziti a celkovou prognozou je stale predmetem studia, obecné vSak mira aberaci byva

spojena s krats$i dobou pieziti (Benitez, et al., 2021).
3.7.6 CCND1

CCND1 je gen lokalizovany v chromozomalni oblasti 11ql3 a jeho kodovanym
produktem je cyklin D1, ktery je klicovy v progresi buné¢ného cyklu, kde reguluje piechod
zGl do Sfaze. Cyklin DI je vazan s cyklin-dependentnimi kindzami CDK4 a CDKG6,
kdy po navazani nasledn¢ dochazi k fosforylaci retinoblastomového proteinu Rb1 béhem faze

G1 (Moreno-Bueno, et al., 2003).

18



Cyklin DI je nadmérné exprimovan a pozorovan u gliomul, zaroven je overexprese
tohoto proteinu pozorovana u dalSich typi nadort, konkrétné naptfiklad u rakoviny prsu.
Nadméma exprese CCNDI1 zplsobuje rezistenci nddorovych bunék vici chemoterapeutické

1é¢bé (Zhang D., et al., 2018).
3.7.7 IDH

Isocitratdehydrogenazy (IDH) jsou enzymy Kkatalyzujici oxidativni dekarboxylaci
isocitratu a jsou nezbytnymi slozkami pro fungovani Krebsova cyklu a udrzovani bunécné
homeostazy. Geny, které koduji IDH byvaji ¢asto mutovany a projevy téchto mutaci jsou

ve velké mife spojovany s gliomagenezi. (Han, et al., 2020).

Existuji 3 izoformy téchto enzymd, IDH1, IDH2 a IDH3, pficemz mutace izoforem
IDHI1 i IDH2 jsou pozorovany u fady diagnostikovanych naddorovych onemocnéni. U vétSiny
gliomt je pozorovana heterozygotni bodova mutace v IDH1, kdy dochézi k substituci argininu
za histidin (IDH1 R132H). Mutaci dochézi k naruseni metabolické pfemény isocitratu na alfa-
ketoglutarat a dochazi k produkci D-2-hydroxyglutaratu (2-D-HG), ktery v tomto ptipadé

figuruje jako onkometabolit a celkové podporuje proces gliomageneze (Miller, et al., 2023).

Jako IDH mutantni gliomy jsou oznacovany astrocytomy a oligodendrogliomy. Mutace
IDH1/2 jsou charakteristikou gliomi niz§iho stupné a jsou spojovany s piiznivymi vysledky
prognéz ve srovnani 1 IDH wildtype gliomy. Velky vyznam ve studiich maji selektivni mutantni
inhibitory IDH, které cili na terapii pacienti s mutantnimi IDH gliomy, prostfednictvim

inhibice IDH-mutantnich enzymi s hlavnim cilem snizeni hladin D-2-HG (Miller, 2022).

3.7.8 TERT

Telomerazova reverzni transkriptaiza (TERT) je soucasti Kkatalytické podjednotky
enzymu telomerazy. TERT mé vyznam pfi prodluzovani telomer a jeji exprese je specificka
pro vyvoj rakovinotvornych bun¢k. U nadorovych onemocnéni, véetné gliomi, byvaji v oblasti
promotoru TERT (pTERT) nalézany dvé mutace, C228T a C250T, kdy dochazi k nahradé
cytosinu za thymidin (Hasanau, et al., 2022). Mutacemi dochazi ke zvySeni exprese a aktivity

telomérazy, ktera je kliCova pro imortalizaci bunék a tumorigenezi (Olympios, et al., 2021).

Mutace v oblasti promotoru TERT byly identifikovany u fady nadorovych onemocnéni,
veetné glidlnich nddortt mozku a jejich vyskyt je spojovan se Spatnou prognozou a kratsi dobou
preziti. S ptitomnosti pTERT soucasné koreluji 1 jiné biomarkery, naptiklad amplifikace EGFR,
mutace IDH1/2, MGMT a 1p/19q, a to nejcastéji u glioblastomt (Powter, et al., 2021).
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3.8 Metoda fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace je laboratorni technika vyuzivana pii molekularni
a cytogenetické diagnostice @ mapovani gent. Hlavnim cilem je detekce specifické sekvence
DNA nebo celych chromozomalnich usekti pomoci sond. Vysledkem metody je odhaleni

genetickych zmén a aberacich v biologickych vzorcich (O’Connor, 2008).

Principem metody FISH je proces hybridizace jednofetézcové DNA sondy
(proby) ke komplementarnim studovanym sekvencim DNA. Sonda neboli proba, je klonovana
molekula RNA nebo DNA, ktera je znacena detekovatelnymi indikatory a hybridizaci dochazi
k navazani sond a nasledné identifikaci komplementarnich sekvenci (Levsky et Singer, 2003).
Piipravované vzorky pro metodu FISH byvaji imobilizovany a fixovany na sklech

mikroskopickych preparati, DNA je v tomto ptipadé denaturovana tzv. ,,na mist&*, tedy in situ.

Sondy typické pro metodu FISH jsou znaceny fluorescenénimi barvivy a jejich detekce
a odecitani probihd pomoci fluorescenéniho mikroskopu s vicendsobnymi filtry. Dochazi
tak k identifikaci chromozomalni ptestavby nebo abnormalniho poétu chromozomii, co se tyce
pritomnosti, absence nebo lokalizace ur¢itého genu. Sondy mohou byt genové nebo lokusoveé
specifické (Nussbaum, et al., 2004). Metoda FISH je duleZitou soucasti klasické molekularni

cytogenetiky a jeji role v rutinnim vySetfovani vzorkl je nenahraditelna.
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4 MATERIAL A METODY
4.1  Biologicky material

Vysetfované tkané byly fixované ve formalinu a zalité do parafinu (FFPE, formalin-fixed
paraffin-embedded). Takto pfipravené tkanové bloky byly nasledné krajeny na mikrotomu

a fixovany na pozitivné nabitych podloznich sklech.

Pro ptipravu sond byly pouzity bakterialni klony RP11-105H7 (znaceno SpectrumOrange) pro
19g13, RP11-815E8 (znaceno SpectrumGreen) pro 19q13 a RP11-300/6 (znaceno
SpectrumOrange) pro CCNDL.

4.2  Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie

o Xylén (Mikrochem)

o 96% ethanol (Fagron)

o 70% ethanol (Fagron)

o Isopropanol (Lach-Ner)

o Deionizovana sterilni voda (Ambion)

o Octan sodny (Lach-Ner)

o Formaldehyd 36-38% (Lach-ner)

o Cot-1 DNA-FISH grade Cot (Kreatech)

o Hybridization solution (Cytocell)

o DAPI Antifade (Vysis)

o Formamid (Ambion)

o 35-38% kyselina chlorovodikova (Lach-Ner)
o Thiokyanat sodny (Sigma-Aldrich)

o Citrat sodny (Sigma-Aldrich)

o Chlorid draselny (Lach-Ner)
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o Chlorid draselny (Lach-Ner)

o Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

o Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich)
o TRIS (Sigma-Aldrich)

o EDTA (Sigma-Aldrich)

o Pepsin (Sigma-Aldrich)

o NP-40 (Vysis)

o LB Broth base (Invitrogen)

o Kaucukovy cement (Marabu)

o NaOH (Penta)

o Ampicilin (Sigma-Aldrich)

4.2.2 Pouzité soupravy

o Platinum Bright Nucleic Acid Labeling kit (Kreatech™)
o Plasmid Mega kit 25 (QIAGEN)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

LB médium: 4,7 g NaCl pridat k 20 g LB broth base, doplnit vodou do 1 | a sterilizovat

autoklavovanim.

TE pufr: ke 200 ul 0,05 ml/l EDTA ptidat 200 pl 0,5 ml/l TRIS, nésledné ptidat 9,6 ml

deionizované vody.

Zasobni roztok 20x SSC: k 88 g citratu sodného pridat 175 g NaCl a doplnit

do 1 | deionizovanou vodou (pH 5,3).
Promyvaci pufr (WB): 100 ml 20x SSC do 1 | doplnit deionizovanou vodou (pH 7,0).

10% formalin: ke 100 ml zasobniho PBS (10x) ptidat 40 ml formaldehydu do 0,5 | doplnit

deionizovanou vodou, uchovévat ve tmé.

Formamid: ke 7 ml deionizované vody pridat 24,5 ml formamidu, 3,5 ml zasobniho SSC (20x)

a upravit pH na 7,0-7,8.
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Promyvaci roztok I. ke 3 ml NP-40 pfidat 20 ml zasobniho SSC (20x), do 1 | doplnit

deionizovanou vodou, upravit na pH 7.

Promyvaci roztok II: k 1 ml NP-40 piidat 100 ml zasobniho roztoku SSC (20x) a do 1 litru

doplnit deionizovanou vodou, upravit na pH 7.
Proteazovy pufr: roztok NaCl o koncentraci 0,9 %, upravit na pH 2.

10x zasobni roztok PBS: navazit 2 g KCI, nasledné ptidat 80 g NaCl, 30,1 g NaHPO4 . 12H>0,
2 g KH2PO4 a do 1 litru doplnit deionizovanou vodou.

4.2.4 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o Laminarni box Herasafe KS12 (Thermo Fisher Scientific)
o Digestot N1200 (Merci)

o Lednice s mrazakem (Gorenje, Liebherr)

o Inkubator (Memmert)

o Centrifuga Smart 15 (Hanil)

o Minicentrifuga miniSpin plus (Eppendorf)

o Chlazena centrifuga Rotina 420R (Hettich)

o Hybridizér Hot-Brite (Vysis)

o Sonifikac¢ni ptistroj Bioruptor (Diagenode)

o Trepacka Lab dancer (IKA), C24 — (New Brunswick)

o Vakuovy rota¢ni koncentrator Concentrator 2301 (Eppendorf)
o Vyrobnik ledu GB 902 (Brema)

o Michacka Arec-x (Velp scientific)

o Mikroskop Olympus BX51 (Olympus)

o Vahy ED4235 (Sartotius)

o Termoblok BSH200 (Benchmark Scientific)

o Vodni lazen TWS (Julabo), ED5 (Julabo)
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4.3  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Distribuce v€ku pacientdi vzhledem ktypu nadoru byla sumarizovana pomoci
kvantilovych charakteristik (medidn, minimum, maximum, resp. 1, 3. kvartil), graficky
prezentovana prostiednictvim boxplotu a statisticky hodnocena pomoci Kruskalova-Qallisova
testu s naslednym testovanim parovym Wilcoxonovym testem s Bonferroniho korekci p-
hodnot. Korelace copy number (CN) hodnot mezi lokusy byla hodnocena pomoci
Spearmannova korela¢niho koeficientu, jehoz nulovost byla vzdy testovana. Vysledky,
tj. hodnota Spearmannova korela¢niho koeficientu a p-hodnota pfislusného testu
(nad diagonalou), spolu s distribucemi hodnot (diagonala) a bodovymi grafy pro dvojice lokust
(pod diagonalou) byly prezentovany pomoci pairplot grafu. Fisheriiv exaktni test byl pouzit
pro hodnoceni vyskytu aberaci jednotlivych lokusti vzhledem k typu nddoru. Za timto ucelem
byly spojit¢ CN hodnoty kategorizovany: del = CN < 18, amp = CN > 25
normal = 1,8>CN<2,5. Podil vyskytu deleci a amplifikaci byl prezentovan pomoci Cetnosti

a skladanych sloupcovych grafi. Pro vSechny vypocty byl vyuzit software R, ver. 4.2.0.

4.3.1 Kultivace bakterii a izolace plazmidu

1. Bakterialni linie s plazmidem obsahujici inzert genu byly inokulovany v 1 litru LB
média s 50 mg ampicilinu.

Médium s bakteriemi bylo kultivovano ptes noc na vyhiaté tiepacce piti 37 °C.
M¢édium bylo centrifugovano 15 minut pti 4 °C a 6000 g.

Bakterialni pelet byl rozsuspendovan v 50 ml pufru P1.

o &~ D

K roztoku bylo pfidano 50 ml pufru P2, nasledné¢ michano pievracenim, poté zistal

roztok stat pti laboratorni teploté 5 minut.

6. Kroztoku bylo ptidano 50 ml pufru P3, promichano pfevracenim, nasledné byl roztok
inkubovan na led¢ 30 minut.

7. Roztok byl centrifugovan pii 4 °C a 2000 g po dobu 30 minut.

8. Kolona QIAGEN-tip byla umisténa na 1000 ml sbérné nadobé a promyta 35 ml QBT

pufrem.

9. Kolona byla promyta supernatantem.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

4.3.2

Kolona byla promyta 200 ml pufrem QC, protekla tekutina byla vylita do odpadu
a kolona ptenesena a upevnéna na €istou sbérnou nadobu.

DNA byla eluovana promytim 35 ml pufru QF.

DNA byla precipitovana ptidanim 24,5 ml isopropanolu pfi laboratorni teploté, roztok
byl zamichan a pielit do nové centrifugacni falkony, centrifugovan 30 minut pii 4 °C
pti 15000 g.

Vznikly supernatant byl vylit do odpadu a ksedimentu piidan 70% ethanol
pfi laboratorni teploté.

Roztok byl opétovné zcentrifugovan pii 15000 g pii 4 °C po dobu 10 minut.
Supernatant byl vylit do odpadu.

Vznikly pelet byl rozpustén v 10 ml TE pufru.

Piiprava a znaceni sondy na FISH

Pomoci Platinum Bright Nucleic Acid Labelling kitu Kreatech byly pfipraveny

a naznaceny sondy pro zkoumané geny za vyuziti vyizolovanych plazmidi.

1 litr deionizované vody byl vychlazen ve velké nadobé s ledem.

1 ul DNA vyizolovaného plazmidu bylo nafedéno do 100 pl sterilni deionizované vody
do 0,2 ml mikrozkumavky urcené pro bioruptor, lehce zvortexovano a sto¢eno, nafedéna
DNA se nechala 15 minut vychladit.

Vychlazena voda sledem byla nalita do sonikatoru a nasledné spustén program
na 20 cykld, 1 cyklus na 30 sekund sonikace a 90 sekund bez sonikace.

Po sonikaci byl vzorek vlozen do vakuové odparky a ponechan odpatit na 16 pl, zhruba
50 minut pii 60 °C.

K 1 pg plazmidové DNA v 16 ul vody bylo pfidano 2 pl ULS dye barviva a 2 pl 10x
labeling solution, promichano pipetovanim, pted pouzitim byly reagencii zvortexovany.
Vzorky byly inkubovany 30 minut v 85 °C ve vodni lazni, kde probihalo znaceni a poté
byly vzorky ulozeny na led.

Pomoci vortexovani byla rozsuspendovana napli kolon k ptecisténi a kolony umistény
do novych prazdnych mikrozkumavek.

Kolony byly zcentrifugovany 20000 g na 1 minutu, protekla tekutina vylita do odpadu.
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11.

12.
13.

14.

4.3.3

10.
11.
12.

13.

Na kolonu bylo naneseno 300 ul vody a znovu centrifugovano 1 minutu na 20000 g,
protekla tekutina spolu s mikrozkumavkou byla vyhozena do odpadu a kolona
prenesena na novou mikrozkumavku.

Na kolonu byl nanesen vzorek inkubovany na ledu a centrifugovan 20000 g 1 minutu.
Proteklym vzorkem po centrifugaci byla znacena DNA, pro lokusové specifické sondy
se pridalo 10 ul Cot-1 DNA, pro centromerickou sondu se nepiidavalo nic.

Vzorek se nechal odpafit ve vakuové odparce zhruba 50 minut pti 60 °C.

Vznikla peleta byla nafedéna 20 pl hybridiza¢nim pufrem a prohtata v termostatu
na 37 °C na 5minut, nasledné byl vzorek zvortexovan, zcentrifugovan a vlozen
do vodni 14zné na 30 minut pii 37 °C.

Pomoci fluorescen¢ni in situ hybridizace bylo vertifikovano atestovanym

cytogenetikem vazebné misto a kvalita hybridizace pfipravené sondy.

Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Mikroskopicka skla s fixovanymi tkanémi formalinem a zalité v parafinu byla promyta
po dobu 3 minut tfikrat po sob¢ v xyléné.

Skla se nechala vysusit.

Mikroskopicka skla byla promyta v 96% ethanolu na 5 minut.

Skla  byla nasledné vlozena do  roztoku  kyseliny  chlorovodikové
o0 koncentraci 0,2 mol-I"! po dobu 20 minut a nasledn& byla vloZena do deionizované
vody na 3 minuty.

Skla byla vlozena na 3 minuty do promyvaciho pufru.

Nasledné byla skla umisténa do 1 mol-I" koncentrovaného roztoku thiokyanatanu
sodného ve vodni lazni o teploté 80 stupnd na 20 minut.

Skla byla promyta deionizovanou vodou po dobu 1 minuty.

Skla byla promyta dvakrat v promyvacim pufru po dobu 5 minut.

Skla byla umisténa do 50 ml predehiatého proteazového pufru na 45 °C s pridanym
pepsinem 0 hmotnosti 50 mg a vysledné koncentraci 0,5 mg:ml?, poté se nechaly
inkubovat 30 minut v termostatu.

Nasledné skla byla dvakrat po sobé promyta vV promyvacim pufru po dobu 5 minut.
Skla byla umisténa na 10 minut do 10% formalinu.

Skla byla promyta dvakrat po 5 minutach v promyvacim pufru a nasledné
deionizovanou vodou na pét minut.

Skla se nechala vysusit.
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14.

15.

16.

17.
18.

19.
20.

4.3.4

Diamantovym hrotem na skle byla oznac¢ena plocha fixované tkan¢ a v rozsahu plochy
bylo pipetovano zhruba 5 az 10 ul sondy vzhledem k velikosti tkan¢ a pfikryto krycim
sklickem, nasledn¢ byly vytlateny vSechny vytvofené vzduchové bubliny a kryci
skli¢ko zalepeno kauc¢ukovym cementem.

Skla byla vlozena do hybridizatoru a byl nastaven program pro parafiny, teplota
denaturace na 80 °C na 2 minuty a teplota hybridizace na 37 °C na 12 az 24 hodin.

Po provedené hybridizaci byla skla vlozena do roztoku Il zhruba na 2 minuty a nasledné
byla odebrana kryci skli¢ka a skla byla opét vlozena do roztoku I1.

Skla byla vlozena na minutu a 45 sekund do roztoku I ptedehfatém na 73 °C.

Nasledné byla skla vlozena do roztoku II pfi laboratorni teploté na 30 sekund, poté
se bez oplachu nechala zaschnout.

Na tkan bylo napipetovano zhruba 5 pul barviva DAPI a piilozeno kryci sklicko.

Mikroskopicka skla byla vlozena do mikroskopu a byly odeéitany svételné signaly.

ReFISH

Metoda ReFISH byla vyuzita pro vzorky, které pii mikroskopovani nejevily svételné

signaly a neprobéhla u nich uspé$né hybridizace sond.

1.

Podlozni skla byla ponofena na 3 minuty do 96% ethanolu, poté byla oddélena kryci
skla a opétovné byla skla na 3 minuty ponoiena do 96% ethanolu.

Nasledné byla skla ponofena na pét minut do roztoku s 24,5 ml formamidem, 7 ml
deionizované vody a 3,5 ml 20x SSC pii stalé teplote 73 °C ve vodni lazni.

Skla byla postupné¢ namacena do ethanolové fady pokazdé na 1 minutu, do 75%
ethanolu, 80% ethanolu a 96% ethanolu.

Skla se nechala zaschnout na vyhiivané plotn€ zhruba na 3 minuty pfi 49 °C. 5. Na tkan
bylo pipetovano dle velikosti 5-10 ul sondy a bylo ptilozeno kryci sklo, byly odstranény
vzniklé vzduchové bubliny a kryci sklo oblepeno.

Skla byla vlozena do hybridizéru, kde byl nastaven program hybridizace, teplota
denaturace na 85 °C na 1 minutu a nasledné teplota hybridizace na 37 °C na 12-24 hodin,
pies noc.

Po hybridizaci byla skla vlozena do roztoku II zhruba na 2 minuty nasledné odebrana
kryci skla a skla byla vlozena opét do roztoku II.

Skla byla vlozena na minutu a 45 sekund do roztoku I predehfatém na 73 °C.

Nasledné byla skla vlozena do roztoku II pfi laboratorni teploté na 30 sekund, poté

se bez oplachu nechala zaschnout.
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9. Na tkan bylo napipetovano zhruba 5 pl barviva DAPI a nasledné bylo pfilozeno kryci
skli¢ko.

10. Mikroskopicka skla byla vlozena do mikroskopu, kde prob&hlo odeéitani svételnych

signalt.
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5 VYSLEDKY

5.1  VySetieni souboru pacienti

Vzorky pacienti (FFPE) byly vySetiovany metodou fluorescenc¢ni in situ hybridizace.
Vysetfované geny a chromozomalni oblasti byly EGFR, CEP7, CCND1, PTEN, 1p36.3
a19q13.32. Pro urceni primérného poctu kopii signali gent bylo odecteno minimalné
50 az 100 bunéénych jader. Pocet kopii sledovanych geni nebo chromozomadlnich oblasti
u jednotlivych bun€k byl zapsdn do laboratorniho deniku. Vyhodnoceni probéhlo vypoctem
pramérného poctu signali pro kazdy zkoumany gen. Jestlize byly signaly Spatné odecitatelné,
nebo v pfipad¢ netspésné hybridizace byla provedena metoda reFISH a vzorky byly opé&tovné

odecitany.
5.2  VySetfovany soubor pacienti a jeho charakteristika

Vysetiovany soubor se skladal z 39 pacienttl, z toho 15 muzi a 24 Zen (viz tabulka 1).
Pro provedeni statistické analyzy byly pacienti rozdéleni do skupin dle pfisluSnych

diagnostikovanych nadorti, tedy glioblastomy, astrocytomy, oligodendrogliomy a jiné

(viz tabulka 2).

Tabulka 1: Zakladni charakteristika souboru pacienti z hlediska pohlavi

Pohlavi Pocet pacientli Procentualni zastoupeni Celkovy pocet
Muzi 15 38,50 % 39
Zeny 24 61,50 %

Tabulka 2: Rozd¢€leni pacienti dle diagnoz

diagndza pocet pacienti median véku  IDH mutovany IDH wildtype
glioblastom 20 61 0 20
astrocytom 13 41 7 0
oligodendrogliom 4 58 3 1
jiné 2 38,5 0 0

Median véku pacientli u vSech diagnoz celkove byl 52 let (viz tabulka 3). Konkrétné
u glioblastomu byla hodnota medianu veéku 61 let, u astrocytomu 41 let, u oligodendrogliomu

58 let a u jinych typl nadort v souboru byl median véku 38,5.
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Tabulka 3: Hodnoty mediant véku pacientti s uréenymi diagndézami

Median (min - max) Median (1. kvartil - 3. kvartil)
Glioblastom 61 (36-93) 61 (52-71.25)
Astrocytom 41 (7-58) 41 (28-43)
Oligodendrogliom 58 (33-82) 58 (45-70.75)
Jiné 38.5 (31-46) 38.5 (34.75-42.25)
Celkem 52 (7-93) 52 (41.5-65)

Distribuce véku pacientl u jednotlivych diagnéz se statisticky vyznamné lisila jak lze
porovnat v grafu 1 (Kruskal-Wallis test, p<0,001) a grafu 2 (parovy Wilcoxonuv test, p<0,001).
Velké rozdily byly pozorovany ptedevsim u glioblastomu a astrocytomu. U oligodendrogliomt
a jinych nadorti v datovém souboru byl vysledek distribuce véku pacientli nesignifikantni,

predevsim v dusledku nizkého zastoupeni téchto typti nadora.
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Graf 1: Distribuce veéku pacientt a jejich diagndz (Kruskal-Wallis test)
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Graf 2: Vékové rozdily pacientd s diagnostikovanymi nadory (Wilcoxondv test)

5.3  Cytogenomické zmény u sledovaného souboru pacientii

U pacientit byly u jednotlivych vzorkii nadorti glioblastomil, astrocytomu,
oligodendrogliomii a ostatnich vySetfovany metodou FISH geny/chromosomalni oblasti
19913.32, 1p36.3, CCND1, CEP7, EGFR a PTEN. Byl hodnocen primérny pocet kopii
a pritomnost delece a amplifikace. Celkovy soubor pacientti zahrnoval 20 vzorkt glioblastomd,
13 vzorki astrocytomtl, 4 vzorky oligodendrogliomt a 2 vzorky jinych nadorti nezapadajicich

do klasifika¢niho schématu difiznich glidlnich néddort.

U glioblastomt (20/39) byla nejcastéji pozorovana amplifikace genu EGFR
S procentudlnim zastoupenim 84,2 % (viz graf 3) spolu s amplifikaci centromerické oblasti
chromozomu 7 (CEP7) u 46,2 % ptipadd. Druha nejcastéji pozorovana zména byla delece genu
PTEN (50 %). Byly zde také pozorovany v malé miie delece genit CCND1 (20 %) a delece
chromozomalnich oblasti 19q13.32 (10,5 %) a 1p36.3 (20 %).
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Graf 3: Procentualni zastoupeni sledovanych cytogenetickych zmén u glioblastomu

Legenda: del — delece, amp — amplifikace, normal — normalni/fyziologicky stav

V astrocytarnich nadorech (13/39) bylo pozorovano velmi malé procento vyskytu
deleci, pouze v oblastech 19913.32 a 1p36.3 a to v obou piipadech u 7,7 % ptipadt. Vyssi
procento vyskytu bylo naopak pozorovano u amplifikace oblasti 19913.32 u 38,5 % a 1p36.3,
konkrétné u 30,8 % piipadu (viz graf 4). U 23,1 % ptipadu byla pozorovana amplifikace genu
CCNDL.
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Graf 4: Procentualni zastoupeni sledovanych cytogenetickych zmén u astrocytomu
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U oligodendrogliomt (4/39) byla ve vySetfovanych vzorcich pozorovana delece
chromozomalnich ramen 19q13.32 a 1p36.3 ve vsech sledovanych piipadech (4/4; 100 %).
U 50 % piipadi byla nalezena delece genu PTEN (viz graf 5). U 25 % ptipadt byla pozorovana
amplifikace geni EGFR a CCNDL.
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Graf 5: Procentualni zastoupeni sledovanych cytogenetickych zmén u oligodendrogliomu

U zbylych dvou vzorki, které nebyly dle klasifikacnich schémat charakterizovany jako
diftzni glialni nadory, byla nalezena amplifikace genu EGFR v 50 % (1/2) piipadech. Taktéz

ve stejné procentualni bilanci byla u vzorkt pozorovana amplifikace 19913.32 (viz graf 6).
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Graf 6: Procentualni zastoupeni sledovanych cytogenetickych zmén u jinych nadort
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5.4  Shrnuti vysledku pozorovani jednotlivych markeru a jejich vyskyt

Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo porovnano zastoupeni amplifikace/delece
jednotlivych pozorovanych markeri u ¢tyt skupin diagnoz. Graf 7 dle Fisherova exaktniho testu
popisuje oblast 19q13.32, kde je dominantnim vysledkem 100 % delece chromozomalnich
ramen u oligodendrogliomt (p-value = 0,014), s timto vysledkem koreluje také 100 % delece
chromozomalni oblasti 1p36.3, taktéz u oligodendroglialnich nadord (p-value = 0,027),

popsané Vv grafu 8.

16¢13.32
O normal O del B amp
o _ S 77X S—
1]
S %
1 (50%)
11 (57.9%) ¥ (88-d%]
w
Q-
4 (100%)
< 1(7.7%)
e 2 (10.5%)
™
L]
< [T A
e glioblastom astrocytom oligodendrogliom jiné
n=19 n=13 n=4 n=2

Graf 7: Zastoupeni delece/amplifikace chromozomalni oblasti 19q13.32 u jednotlivych typa

glialnich nadori
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Graf 8: Zastoupeni delece/amplifikace chromozomalni oblasti 1p36.3 u jednotlivych typu

glialnich nadort

Amplifikace genu EGFR vyrazné pievazovala u glioblastomu (p value < 0,001), jak Ize
vidét v grafu 9. U glioblastomt byla rovnéz nalezena Castéjsi amplifikace centromerické oblasti

chromozomu 7 (CEP 7), rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny (p value = 0,118), jak lze

pozorovat v grafu 10.
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Graf 9: Zastoupeni delece/amplifikace genu EGFR u jednotlivych typu glialnich nadort
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Graf 10: Zastoupeni delece/amplifikace centromerické oblasti chromozomu 7 u jednotlivych

typt glidlnich nadori
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Gen CCND1 byl amplifikovan u 25 % oligodendrogliomt a u 23,1 % astrocytomu.
Naopak delece genu CCND1 byla pozorovana u 20 % vzorku glioblastomt (p-value = 0,122),
vyobrazeno v grafu 11. U genu PTEN (graf 12), byly popsany delece v 50 % piipadi

oligodendroliomi a taktéz glioblastomi (p-value = 0,014)

CCND1
O normal O del H amp
2
jsa]
@
0,
g 16 (80%) 10 (76.9%) 3 (75%)
2 (100%)
=
jo}
™
N
4 (20%)
S N (NoLh N inoss
- glioblastom astrocytom oligodendrogliom jiné
n=20 n=13 n=4 n=2

Graf 11: Zastoupeni delece/amplifikace genu CCND1 u jednotlivych typu glidlnich nadori

37



PTEN

O nomnal @ del B amp
S
o |
= 8 (44 .4%
( ! 2 (50%)
.
S
12 (92.3%)
2 (100%)
=+
<
™
L}
< Fa W Ta R
o glioblastom astrocytom oligodendrogliom jing
n=18 n=13 n=4 n=2

Graf 12: Zastoupeni delece/amplifikace genu PTEN u jednotlivych typu glidlnich nadort
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Pomoci korelacni analyzy byla ovéfena vzijemna korelace mezi sledovanymi
cytogenetickymi zménami. Korelace byla nalezena mezi chromozomalnimi oblastmi 19q13.32
a 1p36.3 (viz graf 13), kde nabyval Spearmanntv korela¢ni koeficient nejvyssi hodnoty
(r=0,662), pti¢emz tato hodnota byla vyhodnocena jako vyznamné odlisna od nuly (p<0,001).

U dalsich sledovanych cytogenetickych zmén nebyla korelace prokazana.
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Graf 13: Vyhodnoceni vzajemné korelace mezi sledovanymi geny
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6 DISKUSE

Hlavni naplni experimentalni casti této prace bylo molekularné-genetické hodnoceni
skupiny pacientii, u nichz byly diagnostikovany nadory centralni nervové soustavy. Soubor
pacientl byl hodnocen dle nékolika kritérii, pfi¢emz nejvyznamnéjsi bylo kritérium hodnoceni
pomoci molekularnich markerti vySetifovanych metodou fluorescencni in situ hybridizace.
Soubor pacienti byl popsan rovnéz z hlediska epidemiologického, a to z pohledu hodnoceni

zastoupeni jednotlivych typti nadori a vékové distribuce.

Zkoumany soubor tvofilo 39 pacientt, z toho 24 zen a 15 muzl. Vysetfovany byly
hlavni tfi typy nadorli s nasledujicim zastoupenim, glioblastom (20 vzorki), astrocytom
(13 vzorkit), oligodendrogliom (4 vzorky) a diagndzy, které nezapadaly do klasifika¢nich
schémat této prace, oznaeny jako jiné (2 vzorky). Zjistény median véku pacientli v Case
diagnozy byl celkové 52 let, pii¢emz nejmladsi pacient byl diagnostikovan v 7 letech a nejstarsi
pacient v 93 letech. Pro konkrétni diagndzy ze souboru pacienti byly zjistény mediany véku,
pro glioblastom 61 let, astrocytom 41 let, oligodendrogliom 58 let a jiné diagndzy 38,5 roku.
Dle srovnani s obecnymi epidemiologickymi poznatky se vékovy primér a medidn véku
pfi stanoveni diagnézy nejvice priblizoval glioblastomim, kdy uvadény primérmy vék
diagnozy je 65 let. Z hlediska Cetnosti zastoupeni diagndz byla nejéastéji vypozorovana
diagn6za glioblastomu, coZz odpovidd obecnému faktu, Ze glioblastomy jsou nejcastéji

se vyskytujicimi glidlnimi nadory (Pellerino, et al., 2022).

Distribuce véku se vyrazné liila dle typu nadoru, coz bylo potvrzeno pomoci Kruskal-
Wallisova testu a Wilcoxonova testu (viz graf 1 a 2). Nejveétsi vékové rozdily u pacientd byly
pozorovany u glioblastomii a astrocytomi, kdy u glioblastomu byl nejstar$i pacient

diagnostikovan ve v€ku 93 let, naopak u astrocytarniho nadoru to byl pacient ve véku 7 let.

Hlavni néplni prace bylo hodnoceni molekularnich markeri charakteristickych
pro jednotlivé nadory metodou fluorescenéni in situ hybridizace. Pomoci hybridiza¢nich sond
navrzenych pro sledované geny a chromozomalni useky, byl odecten pocet kopii jednotlivych
gent/chromozomalnich oblasti ve vzorcich tkani nadori (FFPE). Hodnocena byla
amplifikace/delece 6 gend/chromozomalnich oblasti, konkrétn¢ 19¢13.32, 1p36.3, CCND1,
CEP7, EGFR a PTEN.

Glioblastomy jsou na molekuldrni Grovni charakterizovany vyraznymi molekuldrnimi
zménami zahrnujici genovou amplifikaci receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR)

a ztratou tumor supresorového genu PTEN (Sareen, et al., 2022). Vysledky cytogenetické
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analyzy sledovaného souboru pacienti odpovidaly V literatufe pospanym molekularnim
charakteristikdm. Amplifikace genu EGFR byla u glioblastom u 84,2 % ptipadd, amplifikace
centromerické oblasti chromozomu 7 (CEP7), byla nalezena u 46,2 % glioblastomut.. Delece
tumor supresorového genu PTEN byla nalezena u 50 % glioblastomti. Nalezené aberace plné
odpovidaji zménam, které jsou u glioblastomt popsany v literatufe (Hatanpaa, et al., 2010),
(Kalita, et al., 2021).

Astrocytarni nadory od oligodendroglialnich naddorti na molekularni trovni odd€luje
piitomnost ¢i nepfitomnost kombinované delece chromozomalnich ramen 1p a 19q, neboli
kodelece 1p/19q (Tesileanu, et al., 2022). Pti hodnoceni astrocytarnich vzorkt nadord v této
praci byla detekovana kodelece 1p/19q u jednoho pacienta, coz odpovida obecnym kritériim
molekularniho hodnoceni. Naopak zde byly pozorovany amplifikace téchto chromozomalnich

ramen (30-38 %) a amplifikace poctu kopii CCNDI1 (23,1 %).

U oligodendroglialnich nadori je nejvynamméjs$im markerem detekce kodelece 1p/19q
(Wong, et al., 2022). Na zaklad¢ tohoto molekularniho rysu jsou oligodendrogliomy
charakterizovany a odliSovany od ostatnich typa glidlnich nadord (Hu N, et al., 2016).
Z vysledné analyzy vzorkti oligodendroglidlnich nadorG byla pozorovana 100 % delece
chromozomalnich ramen 1p36.3 a 19q13.32. Byla zde také pozorovana 50 % delece genu
PTEN. Vysledky mohly byt ovlivnény malym poctem zastoupenych vzorki oligodendrogliomt
(celkovy pocet 4), avsak pritomnost typické kodelece 1p/19q byla jasné prokazatelna.
U chromozomalnich oblasti 1p36.3 a 19913.32 (viz graf 13), byla také pozorovana vzajemna
statisticka korelace (r=0,662).

Krom¢ standardné vySetfovanych glioblastomt, astrocytomil a oligodendrogliomu,
klasifikovanych jako diftizni glialni nadory (David, et al., 2023), byly ve vySetifovaném souboru
zahrnuty dva vzorky, které nezapadaly do klasifikac¢nich kritérii této prace. Stézejni a finalni
diagnostika nadort je provadéna pravé pomoci molekularnich technik (Molinaro, et al., 2019),
a Vvtomto piipadé, byly vzorky po histopatologickém posouzeni zhodnoceny a vylouceny
na molekularni Grovni z klasifika¢nich kritérii pro glialni nadory. I piesto zde byla pozorovana

50% amplifikace genu EGFR a chromozomalni oblasti 19q13.32.

Molekularni charakteristika vyznamné pfispéla ke klasifikaci, a pfedevSim
charakterizaci jednotlivych nadort. Poznatky molekularnich technik obohatily histopatologické

popisy nadort, které tvoti zaklad stanoveni diagnézy. Role molekularni diagnostiky v klinické
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praxi je nenahraditelnd, a na zakladé presnéjSich popisi a vysledki, které tyto metody

zprostiedkovavaji, je uréovani diagnoz a prognozy pacienta rychlejsi, presnéjsi a efektivnéjsi.
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7 ZAVER

Molekularni a cytogenetické metody jsou vyznamnou soucasti pfi hodnoceni prevazné
onkologickych diagndz v klinické praxi. Molekularni charakteristika ve velké mife napomaha
k zjisténi presné diagnozy a nasledné progndzy onemocnéni, pro vybér vhodné 1é¢by a predikci
budouciho vyvoje onemocnéni. Glidlni nadory jsou charakterizovdny jako nejcastéji
se vyskytujici nadory centralni nervové soustavy s vysokou mortalitou. Skupinu difaznich
gliomii dospélych pacientl zastupuji tfi hlavni typy tumorti, glioblastomy, oligodendrogliomy

a astrocytomy, lisici se histopatologickym charakterem a molekularnim popisem.

Cilem této prace bylo zhodnotit soubor pacienttli, u nichz byly diagnostikovany glialni
nadory, a ovéfit rozsah a souvislost molekularnich markera (19913.32, 1p36.3, CCND1, CEP7,
EGFR a PTEN) charakteristickych pro jednotlivé tumory. Vysledky metody fluorescenéni
insitu  hybridizace potvrdily pfitomnost deleci a amplifikaci nékterych gent
a chromozomalnich oblasti u konkrétnich nddor. Na zdkladé¢ jiz existujicich studii byly

potvrzeny vysledky analyz experimentélni ¢asti této prace.

Nejcastéji se vyskytujicim glialnim nadorem byl z hlediska zastoupeni glioblastom,
molekularni analyzy zaroven potvrdily vyskyt amplifikace EGFR a delece tumor
supresorového genu PTEN, jako dominujici markery typické pro glioblastom. Median véku
pacienti s diagnostikovanym  glioblastomem, byl také v souladu s obecnymi

epidemiologickymi studiemi.

Ptitomnost delece chromozomalnich ramen 1p a 19q vytvoftila zéklad pro nejnovéjsi
klasifikaci oligodendroglidlnich nadort. Zarovenn je kodelece 1p/19q kliCovym znakem
pro odliseni oligodendrogliomu a astrocytomu. U vySetfovanych vzorkli pacientl
s diagnostikovanym oligodendrogliomem byla pfitomnost delece chromozomalnich oblasti
1p36.3 a 19q13.32 zjisténa u vsech vzorkd, ¢imz byl potvrzen i jeji signifikantni vyznam

pii klinickém rozhodovani o tomto typu nadoru.
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