PUVODNI PRACE

Molekularné cytogeneticka analyza
chromozomovych aberaci v bunkach
nizkostupnovych gliomu a jeji prinos

pro klasifikaci nadoru

Molecular Cytogenetic Analysis of Chromosomal Aberrations
in Cells of Low Grade Gliomas and Its Contribution for Tumour

Classification

Lhotska H.!, Zemanova Z.", Kramar F.?, Lizcova L., Svobodova K.',
Ransdorfova S.3, Bystricka D.', Krejcik Z.3, Hrabal P2, Dohnalova A%,
Kaiser M.>, Michalova K.

'Centrum nadorové cytogenetiky, Ustav lékafské biochemie a laboratorni diagnostiky,
1.LF UK a VFN v Praze

20ddélenf neurochirurgie, 1. LF UK a UVN Praha

30ddélenf cytogenetiky, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

“Fyziologicky Ustav, 1. LF UK v Praze

>Neurochirurgie, Krajskd nemocnice Liberec

Souhrn

Vychodiska: Nizkostupnové gliomy predstavuji heterogenni skupinu primarnich mozkovych
nadord. Jejich soucasné diagnostika je zalozena hlavné na histologické klasifikaci. S rozvojem
molekularni cytogenetiky vsak bylo objeveno nékolik markerd umoziujicich Iépe definovat
dany gliomovy subtyp. Cilem studie bylo sledovat ziskané chromozomové aberace v bunkach
nizkostupnovych gliomd molekuldrné cytogenetickymi metodami a hledat nové genomové
zmeény, které by mohly souviset s progresi nadoru. Soubor pacientii a metody: Technikami
interfazni fluorescencni in situ hybridizace (I-FISH) a single nucleotide polymorphism (SNP)
array jsme vysetfili vzorky od 41 pacient( s histologicky potvrzenymi nizkostupriovymi gliomy
(19 zen a 22 muzl, median véku 42 let). Vysledky: Kromé nejcastéjsi znamé aberace, tj. kombi-
nované delece kratkych ramen chromozomu 1 a dlouhych ramen chromozomu 19 (u 81,25 %
pacientd), jsme u pacient s oligodendrogliomy detekovali dalsi rekurentni aberace - delece
kratkych a/nebo dlouhych ramen chromozomu 4 (25 % nemocnych), delece kratkych ramen
chromozomu 9 (18,75 % pacientu), delece dlouhych ramen chromozomu 13 a monozomii
chromozomu 18 (18,75 % pacient(). U pacientd s astrocytomy jsme ¢asto pozorovali deleci
kratkych ramen chromozomu 1 (24 % nemocnych), amplifikaci dlouhych ramen chromozomu 7
(16 % nemocnych), deleci dlouhych ramen chromozomu 13 (20 % nemocnych), segmentalni
uniparentalni disomii (UPD) na kratkych ramenech chromozomu 17 (60 % pacienttl) a deleci
dlouhych ramen chromozomu 19 (28 % nemocnych). U jednoho pacienta jsme pozorovali
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tzv. chromothripsis chromozomu 10. Zdvér: V pilotni studii jsme kombinaci metod I-FISH a SNP %
array detekovali nejen zndmé chromozomové zmény, které jsou typické pro jednotlivé subtypy

nador, ale také nové nebo méné casté rekurentni aberace. Jejich ulohu v progresi nadorovych

bunék, stejné jako jejich vyznam z hlediska klasifikace nizkostupriovych gliomd viak bude ne-

zbytné ovéfit v dalsich studiich na vétsich souborech nemocnych.
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Summary

Background: Low-grade gliomas represent a heterogeneous group of primary brain malignancies. The current diagnostics of these tumors
rely strongly on histological classification. With the development of molecular cytogenetic methods several genetic markers were described,
conributing to a better distinction of glial subtypes. The aim of this study was to assess the frequency of acquired chromosomal aberrations in
low-grade gliomas and to search for new genomic changes associated with higher risk of tumor progression. Patients and Methods: We analysed
biopsy specimens from 41 patients with histological diagnosis of low-grade glioma using interphase fluorescence in situ hybridization (I-FISH)
and single nucleotide polymorphism (SNP) array techniques (19 females and 22 males, medium age 42 years). Results: Besides notorious and
most frequent finding of combined deletion of 1p/19q (81.25% patients) several other recurrent aberrations were described in patients with
oligodendrogliomas: deletions of p and g arms of chromosome 4 (25% patients), deletions of the short arms of chromosome 9 (18.75% patients),
deletions of the long arms of chromosome 13 and monosomy of chromosome 18 (18.75% patients). In biopsy specimens from patients with
astrocytomas, we often observed deletion of 1p (24% patients), amplification of the long arms of chromosome 7 (16% patients), deletion of the
long arm of chromosome 13 (20% patients), sesgmental uniparental disomy (UPD) of the short arms of chromosome 17 (60% patients) and dele-
tion of the long arms of chromosome 19 (28% patients). In one patient we detected a shuttered chromosome 10 resulting from chromothripsis.
Conclusion: Using a combination of I-FISH and SNP array, we detected not only known chromosomal changes but also new or less frequent recur-
rent aberrations. Their role in cancer-cell progression and their impact on low-grade gliomas classification remains to be elucidated in a larger

cohort of patients.
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Vychodiska
Mezi nejcastéjsi primdrni nadory cent-
ralni nervové soustavy (CNS) patfi moz-
kové gliomy. Jednd se o heterogenni
skupinu malignich nadort skladajici se
z rlznych histologickych subtypu. V sou-
casné dobé jsou gliomy déleny na za-
kladé klasifikace Svétové zdravotnické
organizace (Word Health Organization —
WHO) z roku 2007 [1]. Nejcastéjsi jsou as-
trocytomy, oligodendrogliomy a smiSené
oligoastrocytomy. Jednotlivé subtypy Ize
pak rozdélit do ¢tyr stupnd podle stupné
malignity, a to na tzv. nizkostuprové
gliomy (grade | a Il, low-grade) a gliomy
vyssich stupnili (grade lll a IV, high-grade).
Histologicky subtyp a stuper gliomu jsou
spojeny s malignim potencidlem, odpo-
védi na lécbu a preZzitim pacienta [2].
Astrocytomy jsou v rdmci primérnich
mozkovych nadorl nejcastéji se vysky-
tujicim typem gliomu s ro¢ni incidenci
4,8 pfipadu na 100 000 obyvatel. Prav-
dépodobnost 5letého preziti nemoc-
nych s timto subtypem mozkového
nadoru ¢ini pouze 15 %. Incidence niz-
kostupriovych astrocytoma je 1,2 pfi-
padu/100 000 obyvatel, zde pfrezije
prvnich pét let od diagnézy az 43 %
pacientd [3]. V pfipadé nizkostupno-
vych oligodendrogliomd je ro¢ni vy-
skyt 0,3 pfipadu a tito pacienti maji 65%
pravdépodobnost 5letého preziti [3].
Lécba mozkovych gliom0 je proble-
matickd, protoze jejich difuzni charak-

ter neumoznuje Uplnou chirurgickou
resekci. Vyjimku z tohoto pravidla tvoii
pilocyticky astrocytom (pilocytic as-
trocytoma, WHO grade |) vyskytujici
se prevazné u pediatrickych pacienta.
Radikélni resekce znamend v tomto pfi-
padé vyléceni nemocného. Z dlivodu
neuplné, z biologického hlediska ne-
mozné resekce pak dochdzi u ostatnich
gliomu k relapsu onemocnéni a v pfi-
padé gliom0 nizsich stupnud (grade II)
také k malignimu zvratu [4]. Urcitou
predstavu o charakteru nadoru dava vy-
Setfeni magnetickou rezonanci s kon-
trastni latkou a magneticka rezonancni
spektroskopie, které umoznuji s vy-
sokou senzitivitou urcit, zda se jedna
o nizko- ¢i vysokostupnovy gliom [5].
Nicméné soucasna klasifikace gliomd je
stale zaloZzena na histopatologickych ry-
sech nadoru, jimiz je napf. jaderny pleo-
morfizmus, zvysena bunécnost a mito-
ticka aktivita, proliferace endotelidlnich
bunék a nekréza. Takovéto rozliseni jed-
notlivych subtyp( je vsak ¢asto subjek-
tivni, a to i za pouziti specifickych imu-
nohistochemickych markerQ. Z tohoto
ddvodu byly gliomy podrobeny mole-
kuldrné genetické a cytogenetické ana-
lyze, kterd umoznila definovat v ge-
nomu nékolik oblasti asociovanych
s urcitym subtypem glidlniho nadoru.
Velmi vyznamnym nalezem u difuznich
astrocytom0 je napf. specifickd mutace
IDHT R132H, resp. IDH2 R172M. V sou-

¢asné dobé je tato mutace povazo-
vana za prvni krok v tumorigenezi vét-
$iny difuznich astrocytoml (diffuse
astrocytoma) [6]. K nejcastéji popisova-
nym aberacim patii amplifikace dlou-
hych ramen chromozomu 7 vyskytu-
jici se u 55 % difuznich astrocytomd
(WHO grade Il) [7,8], dale amplifikace
kratkych ramen chromozomu 7, spojena
s amplifikaci genu EGFR, ktera je charak-
teristickym néalezem u gliom vy3sich
stupnt (anaplasticky astrocytom, WHO
grade lll a glioblastom, WHO grade V).
Kombinovana delecevoblasti 1pa 19qje
pak spojena s oligodendroglidlnim sub-
typem nadorl a byva nalézana az v 90 %
nizkostupnovych oligodendrogliomt
(WHO grade Il) a v 70 % anaplastickych
oligodendrogliomd (WHO grade llI)
[1,9,10]. Tato aberace je obvykle di-
sledkem nebalancované translokace
mezi chromozomy 1 a 19, pfi které
vznika derivovany chromozom der(1;19)
(q10;p10) [11,12]. Podle nékterych au-
torl znamena pfitomnost kombinované
delece 1p/19q pro pacienta dobrou pro-
gnozu zejména diky pomalejsimu rdstu
nadoru a lepsi odpovédi na radio- a che-
moterapii [13-15]. Dalsi ¢asto se vysky-
tujici aberaci jsou mutace nebo delece
genu TP53 (lokalizovaného v oblasti
17p13.1) a s tim souvisejici segmen-
talni uniparentalni dizomie (uniparen-
tal disomy - UPD) na kratkych ramenech
chromozomu 17 [2]. Pro gliomy vy3Sich
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/Tab. 1. Ptehled DNA sond pouzivanych u jednotlivych subtypt k zachytu nejc¢astéjsich chromozomovych aberaci. A
Druh vysetfované tkané Chromozomova aberace DNA sonda Znaceni
delece genu CDKN2A (p16) LSI p16 (9p21)/CEP 9
oligodendrogliomy delece oblasti 19913.3 LSI 19913/LSI 19p13
delece oblasti 1p36 LSI 1p36/LSI 1925
delece genu RBT LSIRB1 (13q14)/LSI 13qter 20756
astrocytomy delece genu TP53 LSI TP53 (17p13.1)/CEP 17
delece genu CDKN2A (p16) LSI p16 (9p21)/CEP 9
_

stupnill je typicka pfitomnost monozo-
mie chromozomu 10, delece RBT genu
(v oblasti 13q14), delece genu PTEN
(v oblasti 10g23.3), delece genu CDKN2A
(p16, v oblasti 9p21) atd. [16-20].
Navzdory velkému mnozstvi studii,
které se zabyvaji specifickymi markery
a chromozomovymi aberacemi typic-
kymi pro toto nadorové onemocnéni,
charakteristické zmény umoznujici de-
finovat jednotlivé subtypy nizkostup-
novych gliom jiz pfi vodni diagnéze
doposud zlstavaji nepopsané. V nasi pi-
lotni studii jsme provedli detailni analyzu
bunék mozkovych nador( ziskanych od
41 pacientu s histologicky potvrzenymi
nizkostupnovymi gliomy metodami mo-
lekularni cytogenetiky, které umoznuji
nejen cilenou detekci zndmych chromo-
zomovych aberaci, ale i celogenomovou
analyzu nadorovych bunék. Nasim hlav-
nim cilem bylo ziskat co nejsirsi pfehled
o ziskanych chromozomovych zménach
vyskytujicich se u nizkostupriovych as-
trocytom( a oligodendrogliomU a pfi-
padné hledat nové aberace, které by
mohly byt spojeny se zvy3enym rizikem
transformace do nadort vyssich stupna.

Soubor pacientii a metody
Vysetfili jsme vzorky nadorové tkané
ziskané od 41 nemocnych s histolo-
gicky prokazanymi nizkostupfiovymi
gliomy (WHO grade II), ktefi byli v letech
2005-2013 operovani na Neurochirur-
gické klinice 1. LF UK a UVN v Praze a na
Neurochirurgickém oddéleni KN v Liberci.
Vem pacientdm byl predlozen formular
pro informovany souhlas a do projektu
byli zatazeni jen ti nemocni, ktefi s navr-
Zenym lé¢ebnym postupem a odbérem
vzork( pro vyzkumné tcely souhlasili.

Odbér a zpracovani vzorki
Nadorova tkan byla odebirdna béhem
neurochirurgickych operaci, a jeji odbér
tak pro pacienta nepredstavoval nad-
byte¢nou zatéz. Cerstvé odebrana tkan
byla prenesena do odbérového média
(PBS, heparin), ve kterém byla homo-
genizovéna a rozdélena na dvé (asti.
Prvni ¢ast byla zpracovana standard-
nim cytogenetickym postupem (hy-
potonie, fixace) a z téchto fixovanych
bunécnych suspenzi byly pfipraveny mi-
kroskopické preparéty pro I-FISH. Druha
¢ast homogenizatu byla centrifugo-
vana (15 000 rpm, 4 °C) a z bunécné pe-
lety byla prostrednictvim QlAamp DNA
Blood Mini kitu (Qiagen Inc., German-
town, MD) izolovdna genomickd DNA
(gDNA). Hodnota koncentrace a cistoty
gDNA byla uréena pomoci NanoQuant
Infinite M200 spektrofotometru. Nespo-
tiebované fixované bunécné suspenze
i izolovana gDNA byly zamrazeny a ar-
chivovany pro pfipadné dalsi analyzy.

Interfazni fluorescencni in situ
hybridizace (I-FISH)

K detekci nejcastéji se vyskytujicich chro-
mozomovych aberaci jsme pouzili me-
todu dvoubarevné I-FISH s panelem
piimo znacenych lokus specifickych (LSI)
a/nebo centromerickych (CEP) sond Vysis
(Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA).
Sonda pro sledovanou oblast byla vzdy
pouzita v kombinaci s odlisSné zna¢enou
kontrolni sondou. Hybridizace byla pro-
vedena dle ndvodu doporuceného vy-
robcem. Prehled DNA sond pouzitych
u jednotlivych nadorovych subtypd je
uveden v tab. 1. Bunky byly vizualizo-
vény pomoci DAPI (4,6-diamid-2-fenylin-
dol). U kazdého vzorku bylo dvéma neza-

vislymi pozorovateli zhodnoceno celkem
200 interfaznich jader (na preparat a hyb-
ridiza¢ni smés). Obraz z fluorescen¢niho
mikroskopu AXIO Imager Z1 (Zeiss) byl
zpracovan specializovanym softwarem
pro I-FISH (SIS, MetaSystem™). Hodnota
Jcut-off” byla stanovena na 5 % pro de-
lece ¢i monozomie a na 2,5 % pro amplifi-
kace ¢i nadpocetné chromozomy [16].

Single nucleotide polymorphism
(SNP) array

K priikazu zmén v genomu nadorovych
bunék jsme vyuzili SNP array Human Cy-
toSNP-12 BeadChip (lllumina, San Diego,
CA). Na ¢ip bylo hybridizovano 200 ng
gDNA dle ndvodu popsaného vyrob-
cem. Vysledny produkt byl naskenovan
pomoci BeadStation 500 stanice (lllu-
mina) a vysledky byly analyzovany pro-
stfednictvim programu Illumina Karyo-
Studio (verze 1.4.3.0). Tento program
pouzivd k detekci nebalancovanych
zmén cnv Partition algoritmus (verze
3.0.7.0.), ktery je zalozeny na poméru
ocekdvané intenzity sond oproti namé-
fené intenzité (Log R ratio) a dale pak na
predpokladané frekvenci B alely (B allele
frequency).

Statistika

Pouzitim Mantel-Cox testu jsme statis-
ticky porovnali celkové preziti (overall
survival — OS) mezi rGznymi skupinami
pacientl. Celkové preziti bylo méfeno
od data diagnézy do umrti ¢i posledni
kontroly pacienta.

Vysledky

Klinicka data

Vysetfili jsme 41 nemocnych s histolo-
gicky prokazanymi nizkostupriovymi
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Tab. 2. Vysledky molekularné cytogenetickych analyz 16 nemocnych s oligodendrogliomy.
V tabulce je uveden procentudlni rozsah bunécného klonu s pfislusnou aberaci. U dvou nemocnych s oligodendrogliomy (TKO16
a TKO17) nebyla analyza metodou I-FISH provedena z divodu nedostatku materidlu a byla proto provedena pouze SNP array
analyza.
I-FISH SNP array
delece delce monozomie 9/ rozsah nebalancovanych aberaci detekovanych metodou SNP arra
1p36 19q13.3 /delece CDKN2A Y Y v
TKO1 93,5% 88% m°gZiZm'e del(1)(p11.2p36.33), -6, -9, ~17, ~18, del(19)(q12q13.43)
TKO2 745% 81,5% m°2”3°;?) /’;"e del(1)(p11.2p36.33), -4, del(7)(p21.1p21.3), -9, ~13, del(19)(q12q13.43)
del(1)(p11.2p36.33), -4, del(6)(q14.1), +8, +11, del(17)(g21.1921.31), -18,
() 0
TKO3 53,5% 49% X del(19)(q12q13.43)
del(1)(p11.1p36.33), del(14)(q24.1932.33), del(19)(q12q13.43),
() [v) (o)
TKO4  32%  36% 0% del(22)(q13.31913.33)
TKO5 355% 54% 0% del(1)(p11.2p36.33), -4, —13, del(19)(q12q13.43)
TKO6  62%  72,5% 0% del(1)(p11.2p36.33), add(12)(p11.21), -15, del(19)(q12q13.43)
TKO7 0% 0% 0% nebalancované aberace neprokazény
TKO8  3,5% 2,5% 0% del(1)(p11.2p36.33), del(19)(q12g13.43)
TKO9 755% 82,5% 0% del(1)(p11.2p36.33), del(19)(q12q13.43)
TKO10 11,5% 10 % 0% del(1)(p11.2p36.33), del(19)(q12q13.43)
TKO11 20%  25% delece 19 % del(1)(p11.2p36.33), -4, -9, +11, -18, del(19)(q12q13.43)
TKO12 0% 0% 0% del(1)(p11.2p36.33), -9, del(19)(q12q13.43)
del(1)(p11.2p36.33), del(4)(q12q35.2), del(9)(p11.2p36.33),
() 0 0

LLCUERER RO kA o del(13)(q21.33922.3)(q31.1932.2), del(19)(q12q13.43)
TKO14 0% 0% 0% nebalancované aberace neprokazany
TKO15 X X X del(1)(p11.2p36.33), del(14)(q23.2924.3), del(19)(q11q13.43)
TKO16 X X X nebalancované aberace neprokazény
X — vysetfeni nebylo provedeno

N

gliomy, z toho bylo 16 pacientt s oli-
godendrogliomem a 25 nemocnych
s difuznim astrocytomem. Celkem se
jednalo 0 19 Zen a 22 muzd. Pacienti s di-
fuznimi astrocytomy byli zafazeni do
skupiny nizkostupriovych astrocytarnich
gliom{ (low-grade astrocytoma - LGA).
Nemocni s oligodendroglidlnim typem
nadorl pak tvorili druhou analyzova-
nou skupinu (low-grade oligodendro-
glioma - LGO). Median véku pacientl
s LGA byl v dobé diagnézy 34 let a u ne-
mocnych s LGO 50 let. Medidn doby sle-
dovani byl v celém souboru 74 mésicl
(rozmezi 3-160 mésicl). Primérné OS
bylo pro nemocné s astrocytomy 76 mé-
sich (rozmezi 8-154 mésicll) a pro ne-
mocné s oligodendrogliomy 86 mésict
(rozmezi 13-167 mésicl).V priibéhu stu-

die doslo k progresi nebo recidivé na-
doru u 19 pacientt (z toho bylo 10 pa-
cientll s astrocytomy a 9 pacientl
s oligodendrogliomy). Patndct nemoc-
nych v pribéhu studie zemrelo (10 s as-
trocytomy, 5 s oligodendrogliomy).

Vysledky I-FISH a SNP array analyz

Celkem u 37 nemocnych korespondovaly
vysledky I-FISH a SNP array analyz s histo-
logickym a klinickym nalezem a potvrdily
tak plvodni diagnézu. U ¢tyf nemocnych
s histologicky definovanym LGA (TKA4,
TKA11, TKA13, TKA19) byla detekovana
kombinovand delece 1p/19q, kterd se ty-
picky vyskytuje hlavné u oligodendro-
gliom( (tab. 2). Vysledek I-FISH a SNP
array analyz se shodoval v 96,7 % pfi-
padu. U ¢tyf pacientd byla z diivodu ne-

dostate¢ného mnozstvi materidlu prove-
dena bud jenom I-FISH (TKA22, TKA24),
nebo jen SNP (TKO16, TKO17) array ana-
lyza (tab. 2, 3). Ve vétsiné vzorkl byly de-
tekovany tfi az Ctyfi chromozomy s abe-
racemi (rozmezi 2-9), pfiCemz u LGA jsme
pramérné nalézali 4,2 aberace na vzo-
rek a u LGO 3,3 aberace na vzorek. Jed-
nalo se o delece, amplifikace ¢i uniparen-
taIni disomie (UPD). U Sesti pacientd (tfi
s LGA, tfi s LGO) nebyla detekovana zadna
chromozomova aberace. V obou vysetio-
vanych souborech prevazoval vyskyt de-
leci/monozomii nad amplifikacemi/trizo-
miemi (graf 1, 2).

Oligodendrogliomy
Nej¢astéjsim nalezem u nemocnych
s oligodendroglidlnim typem nadoru
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Tab. 3. Vysledky molekuladrné cytogenetickych analyz 25 nemocnych s astrocytomy.

V tabulce je uveden procentudlni rozsah bunécného klonu s pfislusnou aberaci. U dvou nemocnych (TKA22, TKA24) nebylo mozné
provést izolaci gDNA pro SNP array analyzu z dlivodu malého mnozZstvi materidlu a byla proto provedena pouze I-FISH s komplet-
nim panelem DNA sond.

I-FISH SNP array

delece delece monozomie 9/

RB1 P53 /delece CDKN2A rozsah nebalancovanych aberaci detekovanych metodou SNP array

del(1)(p36.22p36.33), del(11)(p15.4p15.5), add(12)(p11.2p13.33),
UPD(12)(q12913.13), del(13)(q11q22.3), UPD(17)(p11.2p13.3), add(20)(p11.1p13)
del(3)(p26.3p26.3), del(5)(q31.3935.3), del(6)(q16.3G27), del(7)(p21.1p22.3),
add(7)(q31.1G36.3), del(10)(q22.1926.3)
add(4)(q13.1), del(4)(q13.1935.2), add(5)(p13.2p15.2), del(5)(p15.2p15.33),
TKA3 8% 0% 0% add(8)(q24.12G24.3), del(11)(p15.2p15.5)del(13)(q11933.3)(q34q34),
UPD(17)(p11.2p13.3), del(21)(q11.2921.3), del(22)(q12.3q13.33)
del(1)(p12p31.1), add(7)(q22.1q13.43), UPD(17)(p11.2p12), del(19)(q13.2q13.43),

TKA1 0% 0% 0%

TKA2 0% 0% 0%

TKA4 0% 0% 0% UPD(20)(q11.22911.23)

UPD(2)(936.3937.1), del(3)(q28929), add(8)(p23.2p23.3), add(8)(q23.3q23.3),
TKAS 0% 0% 0% del(9)(p21.2p21.3)(p22.1p24.3), del(10)(925.2926.3), add(11)(g24.2925),

del(15)(q11.1915.1)(q15.3921.3), UPD(17)(p11.2p13.3)

TKA6 20 % 0% 0% del(2)(p11.2p16.2), del(6)(p22.2p25.3), UPD(17)(p11.2p13.3), -22

del(4)(933935.2), add(7)(922.1932.1)(q33.2936.3), del(9)(p23p24.3), 10 cth,
TKA7 8%  6,5% 0% del(11)(p15.2p15.5), UPD(12), UPD(17)(p11.2p13.3), del(18)(p11.21p11.32),

del(19)(q13.2q13.32)(q13.42q13.43)
TKA8 0% 0% 0% nebalancované aberace neprokazany
del(4)(q13.2935.2), del(5)(p14.3p15.33), del(11)(p11.12p15.5), del(12)(p11.23p12.1),
TKAO 0% 9,5% 0% add(12)(p13.2p13.3), -13, add(16)(q22.1924.3), UPD(17)(p13.1p13.3),
del(17)(g21.31921.32)(q23.3q24.2)(24.2G24.3), —20
UPD1(p31.1p31.3), add(10)(p11.22p15.1), del(14)(g23.1931.3), add(14)(g32.33),

TKAT0 5% 0% 0% pate iJPD(1(7)()IC§?3.1 p1g.3), d)el(19()(q)1(§.32q?3.43; 1 !
TKAT1 0% 0% 0% del(1)(p11.2p36.33), UPD(17)(p11.2p13.3), del(19)(q12q13.43)
TKA12 0% 0% 0% UPD(8)(q23.3923.3), UPD(17)(p11.2p13.3)
TKA13 0% 0% 0% del(1)(p11.2p36.33), del(19)(q12q13.43)
TKAT4 0% 0% 0% del(2)(q34q37.3), del(4)(q25935.2), del(5)(p14.3p15.33)(q12.1935.3),

del(6)(q16.3q27), del(10)(q21.3926.3), del(19)(p13.11q13.43)

del(1)(p36.11p36.11), del(1)(q42.13q44), UPD(4)(q28.1G28.2), del(5)(q21.1935.3),
TKA15 0% 0% 0% add(12)(p11.22p12.3)(p13.2p13.3), del(14)(g31.1931.2)(q31.331.3),
UPD(17)(p11.1p13.3)

del(6)(q13921)(22.2924.2)(q25.327), +7, del(9)(p21.3p22.1), -10,

[0) [0) ()
TKAT6 0% 0% 7,5% del(14)(q11.2g21.1), del(18)(q12.3923), 22
del(3)(p11.1p26.3)(q28929), del(7)(p11.2p11.2)(p14.1p22.3),
[0) [0) 0
Rt BRCECNN e o del(12)(q12922)(q23.1923.2), del(19)(q13.2q13.43)
s 0o 0% 0% UPD(2)(p24.1p25.3), add(2)(q11.2q13), del(5)(q14.3935.3), add(10)(p14p15.3),

del(13)(q14.12922.2), UPD(14)(q11.1¢23.3), UPD(17)(p11.2p13.3)
TKA19 0% 0% 0% del(1)(p11.2p36.33), del(19)(q12q13.43)
UPD(7)(q31.2931.31), del(11)(p15.4p15.5), del(12)(q12G24.31)(q24.31924.3),

TKA20 0% 0% 0% UPD(21)(921.3g22.11)

TKA21 X 0% X UPD(17)(p11.1p13.3), del(22)(911.21913.33)

TKA22 0% 0% 0% z nedostatku materidlu nedélano
UPD(17)(p11.2p13.3), del(21)(q21.1922.11)(g21.1922.11)(q22.13922.2),

TKA24 0% 0% 0% z nedostatku materidlu nedélano

TKA25 0% 0% 0% del(11)(p11.1p15.5), UPD(17)(p12p13.3)

X — vysetfeni nebylo provedeno

N
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Obr. 1. Chromozomové aberace detekované metodou SNP array.

A. Rekurentni aberace na chromozomech 1,7, 13, 17 a 19 nalezené u pacient( s astrocytomy. Cervené je znazornén rozsah deleci, zelené
amplifikaci a Sedé UPD. B. Kombinovana delece1p/19q s atypickymi zlomovymi misty detekovana u nemocného s astrocytomem. Roz-
sah delece je vyznacen Cervené. Obrazek byl exportovany z programu KaryoStudia (lllumina). C. Fragmentovany chromozom 10 s Cet-
nymi zisky a ztrdtami genetického materialu, pravdépodobné vysledek chromothripsis, detekovany u nemocného s difuznim astrocyto-
mem. Obréazek byl exportovany z programu KaryoStudia (Illumina).

byla kombinovand delece celych ramen
1p/19q, kterd se vyskytovala u 81,25 %
analyzovanych vzorkd. Ve vétsiné pfri-
padl byl vsak tento nalez provazen pfi-
tomnosti daldich aberaci, z nichz se
rekurentné vyskytovaly delece na chro-
mozomu4 (piqramena)u 25 % pacientd,
delece 9p u 18,75 % nemocnych, de-
lece 13g a monozomie chromozomu 18
rovnéz u 18,75 % pacientd. Ctyfi z deviti
pacientl s kombinovanou deleci 1p/19q
a dalsi aberaci detekovanou v dobé dia-
gnoézy béhem studie zemfeli. U dalsiho
pacienta z této skupiny doslo k pro-
gresi. U tfi nemocnych s deleci 1p/19q
nebyly nalezeny zadné dalsi chromozo-
mové zmény. V celém souboru pak ne-
byly pozorovany zadné aberace v chro-
mozomovych oblastech 1q, 3q, 19p
a na chromozomech 2, 5, 16, 20 a 21.
Vysledky LGO vzorkd byly shrnuty
v grafu 1 atab. 3.

Astrocytomy
Nalezy ve vzorcich astrocytalnich na-
dord byly vice heterogenni, nez tomu

bylo u oligodendrogliomd. Mezi ¢asto
se opakujici aberace patfily delece za-
sahujici kratka ramena chromozomu 1
nalezené ve 24 % vzorkl, amplifikace
dlouhych ramen chromozomu 7 (ob-
last g31.1-gter) pfitomna v 16 % vzorkd,
delece na chromozomu 13 (oblast
g21.3-q22.3) detekovand u 20 % pfipadu
a delece dlouhych ramen chromozomu
19 prokazana ve 28 % (obr. 1A, graf 1,
tab. 2). Vlbec nejcastéjsim nalezem
v této skupiné byla segmentovana UPD
na kratkych ramenech chromozomu 17
(oblast p13.1-p13.3), kterou jsme dete-
kovali v 60 % piipadd. U téchto nemoc-
nych jsme pozorovali trend k horsimu OS
nez u ostatnich nemocnych, i kdyz prav-
dépodobné vzhledem k nizkému poctu
vysetfenych pacientll nebyl zatim rozdil
statisticky vyznamny (p = 0,844). Sedm
ze 14 nemocnych s detekovanou UPD na
chromozomu 17 béhem studie zemfelo.
Ve Ctyfech pfipadech LGA byla nalezena
kombinovand delece 1p/19q. V jednom
ze vzork( (TKA4) jsme pozorovali aty-
pickou kombinovanou deleci, ktera ne-

zasahovala celd ramena chromozomu 1
a 19, ale jen ¢asti chromozomu 1 (ob-
last p12-p31.1) a chromozomu 19 (ob-
last q13.2-q13.43), a tedy vznikla jinym
mechanizmem, nez je nebalancovana
aberace der(1;19)(q10;p10) (obr. 1B).
V dal$im vzorku (TKA7) jsme pozoro-
vali fragmentovany chromozom 10
s velkym poctem deleci a amplifikaci
(obr. 1C). V této skupiné postihovaly ne-
balancované zmény viechny chromo-
zomy, zddné aberace nebyly detekovany
pouze na kratkych ramenech chromo-
zomu 4 (4p) a na kratkych ramenech
chromozomu 16 (16p) (graf 2).

Diskuze

Nizkostupriové gliomy patfi k nejcastéj-
$im typUm mozkovych nadord. Jejich di-
fuzni charakter a komplikovana histo-
logicka klasifikace je fadi mezi obtizné
diagnostikovatelné typy malignit. Z te-
rapeutického hlediska je pro pacienta
zasadni jiz pfi Uvodni diagnéze jedno-
znacné urdit, zda se jedna o oligoden-
drogliom, astrocytom ¢i oligoastrocy-
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Graf 1. Frekvence aberaci detekovanych metodou SNP array u pacientt s oligodendrogliomy.

Kratkd ramena chromozomu znacena p, dlouhd ramena q. Ve spodni ¢asti grafu jsou tmavé modie zndzornény delece, v horni ¢asti grafu
jsou svétle modre znazornény amplifikace a Sedé UPD.

tom. Histologicka klasifikace vsak mize
byt vzhledem k vysoké heterogenité
téchto nddorl nejednoznacna. Z to-
hoto divodu jsou cytogenetické a mo-
lekuldrni metody dal$im vhodnym ne-
zavislym diagnostickym pfistupem.
Jejich vysledky nejen doplnuji histolo-
gické nélezy, ale v nékterych ptipadech
mohou i pFispét k upresnéni pdvodni
diagndzy [21,22].

V nasi studii vysledky molekuldrni
cytogenetické analyzy potvrdily his-
tologicky nalez u 92,6 % nemocnych.
U CtyF pacientd s histologicky diagnos-
tikovanym astrocytomem jsme proka-
zali pfitomnost kombinované delece
1p/19q, tj. aberace typické pro oligoden-
drogliomy, a upfesnili tak plvodni dia-
gndézu na smiseny oligoastrocytom. Cel-
kem u 10 nemocnych s LGO jsme kromé
specifické delece 1p/19q detekovali
i dalSi genomové zmény, které by mohly
mit vliv na prognézu onemocnéni. U ¢tyf
téchto nemocnych jiz doslo k progresi

nadoru nebo k exitu. Nepfiznivy vliv dal-
Sich chromozomovych aberaci v buni-
kach s deleci 1p/19q na prubéh one-
mocnéni jsme rovnéz pozorovali v nasi
diivéjsi studii u nemocnych s anaplas-
tickymi oligodendrogliomy a oligoastro-
cytomy (WHO grade lll) [16]. V obou vy-
Setfovanych skupinach jsme detekovali
aberace charakteristické pro dany sub-
typ nizkostupriového difuzniho nadoru
v Cetnostech shodujicich se s vyskytem
popsanym v literature [7,8,23,24]. Jed-
notlivé soubory se viak mezi sebou li-
Sily v zahrnuti konkrétnich chromozom
v chromozomovych aberacich. U oli-
godendrogliom( nebyly detekovany
74dné aberace u chromozom 2, 5, 16,
20 a 21 a v oblastech 1p, 3q a 19p, za-
timco u astrocytom byly takovéto chro-
mozomové oblasti jen dvé — 4p a 16p.
Z toho je mozné usuzovat, ze v pfipadé
nemocnych s difuznimi astrocytomy
mUze dochazet k nahodilému vzniku
aberaci u rliznych chromozomd, a bude

tedy slozitéjsi definovat néjaky spo-
le¢ny molekuldrné cytogeneticky ukaza-
tel. Nelze vyloucit, Ze roli v této nahodi-
losti zmén ma pravé specifickda mutace
IDH1 a IDH2.

Podle dosud publikovanych nélezi
i podle nasich vlastnich pozorovani je
spolec¢nym rysem astrocytom( absence
chromozomovych aberaci v oblasti 4p
[7,8,23,24]. Naopak u oligodendro-
gliomd, jak popsali Idbaih et al a Rossi
et al, dochazi k rekurentni ztraté krat-
kych ramen chromozomu 4 [25,26].
V nasem souboru LGO jsme nalezli cel-
kem ¢tyfi nemocné s deleci 4p (25 %)
(graf 2, tab. 3). Tato oblast zahrnuje
geny regulujici bunécny cyklus (napf.
CTBP1), tumor supresory (SLIT2, FGFR3,
APBB2), geny regulujici bunécnou di-
ferenciaci (napf. PHOX2B) a geny regu-
lujici apoptézu (napt. UCHLT). Ztrata
exprese téchto genl vlivem delece v ob-
lasti 4p by mohla vést ke zvysené proli-
feraci nadorové bunky ¢i tumorogenezi
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Graf 2. Frekvence aberaci detekovanych metodou SNP array u pacientt s astrocytomy.

Kratkd ramena chromozomu znacena p, dlouhd ramena g. Ve spodni ¢asti grafu jsou tmavé modie zndzornény delece, v horni ¢asti grafu
jsou svétle modre znazornény amplifikace a Sedé UPD.

obecné a tim pfispét ke vzniku rezis-
tence k [é¢bé. Skutecny prognosticky vy-
znam této delece viak bude nutné ovéfit
v dalSich studiich na dostate¢né velkych
souborech pacient(.

Za jeden z moznych mechanizm( zod-
povédnych za iniciaci a progresi nddoru
je v soucasné dobé povazovéna seg-
mentélni uniparentdlni disomie [27].
UPD miize zapfic¢init duplikaci hete-
rozygotni somatické ¢i vrozené mutace
vedouci k inaktivaci tumor supresoro-
vého genu, nebo naopak ke zvysené
proliferaci diky pfitomnosti dvou kopii
mutovaného onkogenu. Jednim z ta-
kovych genu je i TP53 lokalizovany v ob-
lasti 17p13.1. Molekularni abnormality
zahrnujici drdhu genu TP53 jsou ob-
vykle jednou z ranych udalosti v pa-
togenezi difuznich astrocytom@ [1].
Populacni studie dokazaly, ze u difuznich
astrocytomd je incidence vzniku mutace
TP53 pfiblizné 53 %, u oligoastrocytom{
44 % a u oligodendrogliomu 13 % [28].

V naSem souboru LGA jsme v 60 % pfi-
padu detekovali segmentalni UPD na
kratkych ramenech chromozomu 17.
Vzhledem k tomu, Ze se v této oblasti vy-
skytuje TP53, je mozné, ze pozorovana
segmentalni UPD je asociovand s mu-
taci vtomto genu.V dalsi studii proto bu-
deme pokracovat v analyze mutacniho
stavu TP53 u téchto nemocnych. Pres-
tozZe se zatim jedna pouze o malou sku-
pinu a vysledky nejsou statisticky vy-
znamné, statistickd analyza celkového
preziti ukazala trend v horsim prezivani
u pacientl s potvrzenou UPD 17p ve
srovnani s nemocnymi bez této aberace.
Aby bylo mozné tento trend statisticky
potvrdit, bude jisté nezbytné vysetfit
Vvétsi soubory pacientll s LGA a pfipadné
doplnit i mutacni analyzu TP53 genu.
Dal3im nedavno popsanym mechaniz-
mem zodpovédnym za vznik chromozo-
movych aberaci je jev oznacovany jako
»Cchromothripsis” Tento jev je charakte-
risticky tim, ze v jediny kriticky moment

dochézi k rozpadu jednoho ¢i vice chro-
mozomU v nadorové burice na desitky
az stovky malych ¢asti. Nékteré z téchto
Casti jsou pak v pribéhu dalsiho bunéc¢-
ného déleni ztraceny nebo naopak am-
plifikovény, zatimco zbylé jsou reparac-
nimi mechanizmy opét ndhodné spojeny
dohromady, ¢imz vznikaji vysoce presta-
véné chromozomy. Chromothripsis byla
poprvé popsana u pacientky s chronic-
kou lymfocytarni leukemii (chronic lym-
phocytic leukemia - CLL) a podle dosud
publikovanych literarnich udajd je pfi-
tomna zhruba u 2-3 % vsech typd ma-
lignich onemocnéni [29,30]. Zd4 se v3ak,
Ze jeji skute¢nd incidence bude ve sku-
tecnosti mnohem vyssi, nez se plvodné
predpokladdalo, a to zejména u agresiv-
néjsich typd nadord. Klinicky vyznam
chromothripsis u rlznych typd nadoro-
vych onemocnéni zatim neni zcela jasny
vzhledem k heterogenité a dosud rela-
tivné malému poctu publikovanych pfi-
padu [31]. V nasem souboru jsme takto
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rozpadly chromozom 10, pravdépo-
dobné v disledku chromothripsis, po-
zorovali u jednoho pacienta s difuznim
astrocytomem. Klinicky stav tohoto pa-
cienta je v soucasné dobé dobry a bu-
deme jej déle sledovat.

Zaveér

Molekuldrné cytogenetickymi meto-
dami jsme u 16 pacientt s LGO a 25 pa-
cientd s LGA potvrdili pfitomnost
zndmych chromozomovych aberaci cha-
rakteristickych pro dané subtypy nizko-
stupriovych gliom0. Kromé toho jsme
u 10 nemocnych s LGO detekovali dalsi
rekurentni zmény, nejcastéji delece 4p,
9p ¢i 13q. Jaky je presny vyznam téchto
genomovych zmén a zda mUze pFitom-
nost dalSich aberaci v nadorovych bun-
kach s prognosticky vyznamnou deleci
1p/19q ovlivnit progndézu nemocnych,
je stale pfedmétem diskuze. V nasi stu-
dii jsme u pacientl s témito ndlezy po-
zorovali zvy3ené riziko progrese nadoru,
i kdyz rozdil zatim nebyl statisticky vy-
znamny. U ¢tyf nemocnych s difuznimi
astrocytomy jsme diky molekuldrné cy-
togenetickym metodam mohli odli-
Sit nddor s oligodendroglidlni buné¢-
nou slozkou od ¢isté astrocytalniho typu
gliomu a upresnit tak pavodni diagndzu.
Kromé toho jsme u nemocnych s LGA
detekovali fadu dalSich zajimavych
chromozomovych aberaci, jako byla
napf. chromothripsis chromozomu 10
nebo kombinovand delece 1p/19q s aty-
pickymi zlomovymi misty. Vyznamnym
nélezem byla zejména segmentélni UPD
17p pfitomna u vice nez poloviny pa-
cientl s LGA, u kterych jsme rovnéz po-
zorovali trend k horsimu OS. Ackoliv
mnoho otazek tykajicich se klasifikace
a progrese nizkostupriovych gliomu
zUstava stale nezodpovézeno, kombi-
naci novych ptistupl vznika dalsi uzi-
tecny analyticky nastroj umoznujici
upfesnit diagnézu a v nékterych pripa-
dech i progn6zu onemocnéni. Nase pi-
lotni vysledky tak mohou slouzit jako

vychodisko pro dal$i molekuldrné cyto-
genetické studie na vétsich souborech
nemocnych.
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