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Souhrn

Vychodiska: Meduloblastom (MB) je nej¢astéjsi maligni nador centralniho nervového systému
u déti. V CR roéné onemocni timto nddorem pfiblizné 10-12 déti. MB jsou povazovany za vy-
soce rizikové nadory se sklonem k metastazovéni. Sou¢asné pokroky v molekularni diagnostice
pomahaji ve zpfesnéni diagndzy a predpovédi klinického pridbéhu onemocnéni. V soucasné
dobé jsou MB rozdélovany do podskupin, a to na zékladé molekularnich drah fidicich jejich
vznik, na WNT aktivované, SHH aktivované, skupinu 3 a 4. Jednotlivé podskupiny se lisi svou his-
tologii, klinickym pribéhem, genomickymi zménami a profily genové exprese. Cilem nasi stu-
die je klasifikace pacient(i s MB do ¢tyf zakladnich molekularnich skupin a porovnani ziskanych
vysledk s literaturou. Materidl a metody: U pacient(i s MB je v ramci nasi studie provadéno
profilovani genovych expresi pomoci Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0. ST Array (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). Vstupnim materialem je celkova RNA izolovana ze zamrazené nado-
rové tkané. Samotna klasifikace je zaloZzena na metodé vyvinuté P. Northcottem v roce 2011.
Vysledky: Od dubna 2015 do Ginora 2019 bylo do nasi studie zafazeno celkem 21 pacientt s MB.
Medién véku pacienta v dobé diagndzy byl 6 let, zafazeno bylo 14 chlapct a 7 divek. U pacientl
bylo provedeno profilovani genové exprese a nasledna molekularni klasifikace MB. Zjistili jsme,
Ze nejcastéji zastoupena skupina MB byla skupina 4 (9 pacientd, 43 %), nasledovala skupina
3 (5 pacientd, 24 %), SHH aktivovany MB (4 pacienti, 19 %) a nejméné zastoupenou skupinou
byl WNT aktivovany MB (3 pacienti, 14 %). Vysledky stanoveni podskupiny MB byly Gspésné ko-
relovany s histopatologickym nalezem a daldimi molekuldrné genetickymi vysetienimi. Zdvér:
Molekularni klasifikace pacient(i s MB, ktera byla zavedena na nasem pracovisti, umoznuje lépe
porozumét tomuto heterogennimu charakteru onemocnéni a poméha v terapeutickém pla-
novani.
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Summary

Background: Medulloblastoma (MB) is the most common malignant tumour of the central nervous system in children. MB is considered to be
high risk tumour propensity to metastasize. In the Czech Republic, approximately 10-12 children are affected annually by this tumour. Recent
progress in molecular diagnostics helps to refine the diagnosis and estimate clinical prognosis of the disease. Currently, MBs are subclassified
into WNT-activated, SHH-activated, group 3, and 4 based on molecular pathways that drive their tumorigenesis. Each subtype differs in its his-
topathology, clinical features, genomic changes and gene expressions. The aim of our study is to classify patient’s MBs into four basic molecular
groups and compare our results with published data. Material and methods: In our study we analysed expression profiles using Affymetrix
GeneChip Human Gene 1.0. ST Array (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). As input material RNA extracted from the fresh frozen tissue was used.
Molecular classification based on the method established by P. Northcott in 2011 was performed. Results: From April 2015 to February 2019,
21 patients with MBs were included in our study. Median age of the patients at the time of diagnosis was 6 years, 14 boys and 7 girls were enro-
lled. Gene expression profiling and molecular classification of MBs was performed. Based on this methodology, we found the most frequently
represented subgroup of MB was group 4 (9 patients, 43%), followed by group 3 (5 patients, 24%), SHH-activated MB (4 patients, 19%) and the
least represented subgroup was WNT-activated MB (3 patients, 14%). Results of molecular subgroup classification of MBs were successfully
correlated with histopathological findings and other molecular-genetic examinations. Conclusion: Molecular classification of MBs has been esta-
blished in our institution allowing better understanding of this heterogeneous disease and helping clinicians in therapeutic planning in affected

patients.
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Vychodiska
Meduloblastom (MB) je nejcastéjsim
malignim nadorem centralniho nervo-
vého systému v détském véku, ktery
tvofi okolo 20 % vsech pediatrickych
mozkovych tumort [1]. Incidence MB je
odhadovana na 0,7/100 000 déti ro¢né,
s mirnou prevahou se Castéji vyskytuje
u chlapct (1,5 : 1) [1]. Pohlavi hraje také
roli v prognéze onemocnéni, median
preziti je u divek vyssi nez u chlapct [2].
Ro¢né v CR onemocnéni MB pfiblizné
10-12 déti, medidn véku pfi diagndze
je 9 let. U dospélych predstavuje MB asi
3 % primarnich nador( centralniho ner-
vového systému a incidence s vékem
klesd [3,4].

Ve snaze stratifikovat |é¢bu u pacient(
s témito nadory jsou v soucasné dobé
MB rozdélovany do podskupin, a to na
zdkladé molekularnich drah fidicich je-
jich vznik, na WNT aktivované, SHH ak-
tivované, skupinu 3 a skupinu 4 [5].
Jednotlivé podskupiny je mozné iden-
tifikovat na zdékladé profilovani ge-
novych expresi metodou vyvinutou
Northcottem et al v roce 2011 [6]. Jed-
notlivé podskupiny se lisi prognézou,
WNT aktivované MB jsou dobre |écitelné
za pouziti standardnich protokold, na-
opak MB skupiny 3 maji velmi $patnou
prognézu. MB podskupiny 4 a SHH akti-
vované MB jsou asociovany s prognézou
stfedni a pacienti s MB téchto podskupin
se v prognodze vyznacuji Sirokou variabi-
litou. Podle sou¢asného konsenzu jsou

pacienti s MB podle rizika rozdélovéni na
nizce, prdmérné, vysoce a velmi vysoce
rizikové [7]. DUlezitym aspektem této
klasifikace je, Ze nadory stejné moleku-
larni podskupiny mohou spadat do rlz-
nych rizikovych skupin, a to na zakladé
pfitomnosti nebo absence urcitych mo-
lekularnich a klinickych znak( [8]. Cilem
tohoto rozdéleni je identifikovat vysoce
rizikové pacienty, u kterych je nutné
hledat nové moznosti l1écby, a pacienty
s MB nizkého rizika, u kterych je mozné
bezpecné snizit davku standardni 1écby,
a redukovat tak pozdni ndsledky toxické
chemoterapie. V roce 2017 byl zaveden
novy zplsob kategorizace MB a iden-
tifikovano bylo celkem 12 podskupin,
které se vyznacuji rGznymi molekular-
nimi a klinickymi vlastnostmi [9]. Tyto
podskupiny Ize detekovat pouze kom-
binaci metod profilovani genovych ex-
presi a metylace DNA.

Cilem této nasi studie je klasifikace pa-
cientll s MB na zakladé expresniho pro-
filovani do ¢tyf zdkladnich molekular-
nich podskupin a srovnani ziskanych
vysledku s literaturou.

Material a metody

U pacientd s MB je v ramci nasi stu-
die provadéno profilovani genovych
expresi pomoci Affymetrix GeneChip
Human Gene 1.0. ST Array (Thermo Fis-
her Scientific,c MA, USA). Vstupnim ma-
teridlem je celkova RNA izolovand ze
zamrazené nadorové tkané za pouziti

mirVana miRNA Isolation kitu (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). Pfiprava
vzorkl na ¢ipy probiha pomoci kitu Ge-
neChip WT PLUS Reagent Kit (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). Postup za-
hrnuje jednotlivé kroky Uprav a prepis(
nukleovych kyselin na koncovou formu
DNA, ktera se v konecné fazi aplikuje do
¢ipu a nésledné dochazi k jeji hybridi-
zaci. Po 16hod hybridizaci jsou dale ¢ipy
promyvany, barveny a skenovany. Pro
identifikaci podskupiny MB byl na za-
kladé genového expresniho profilu dle
Northcotta et al [6] vytvofen regresni
model, ktery byl nasledné pouzit jako
pravidlo pro klasifikaci u provedeného
¢ipu pacienta. Vysledkem klasifikace je
predikce kategorie MB (tzn. nejvice prav-
dépodobné kategorie).

Vysledky

Od dubna 2015 do unora 2019 bylo
do nasi studie zarazeno celkem 21 pa-
cientl s MB. Vzorky od viech pacientt
byly ziskany v dobé diagnézy. Vék pa-
cientll v dobé diagnézy se pohyboval
od 4 mésict do 25 let (median 6 let). Ve
véku < 3 roky bylo zafazeno 5 pacient(,
ve véku > 3 do < 18 let 14 pacientl a ve
véku > 18 let byli 2 pacienti. Zafazeno
bylo 14 chlapcti a 7 divek. U viech vzork(
MB bylo Uspésné provedeno transkrip-
tomové profilovani pomoci Affymet-
rix technologie a nasledna klasifikace
MB dle Northcotta et al [6]. Identifikace
podskupin MB odhalila, Ze nejcastéji za-
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stoupena podskupina MB byla skupina
4 (9 pacientll, 43 %), dale nasledovala
skupina 3 (5 pacientl, 24 %), SHH akti-
vovany MB (4 pacienti, 19 %) a nejméné
zastoupenou podskupinou byl WNT ak-
tivovany MB (3 pacienti, 14 %). Vysledky
stanoveni podskupiny MB byly Uspésné
korelovany s histopatologickym nale-
zem a dal$imi molekularné genetickymi
vysetfenimi.

Diskuze a zavér

Klinické chovani MB nelze zcela pred-
povédét bez detailni znalosti moleku-
larni biologie tumoru. V nasi studii jsme
u 21 pacientl s MB provedli profilovani
genovych expresi a naslednou klasifikaci
podskupiny MB. Zjistili jsme, Ze nejvice
zastoupend podskupina MB mezi na-
simi pacienty byla skupina 4 (43 %), déle
skupina 3 (24 %), skupina SHH aktivo-
vany MB (19 %) a nejméné pacientl bylo
s WNT aktivovanym MB (14 %). Toto zjis-
téni odpovida studii publikované v roce
2008 Koolem et al [10], v niz u 22 z cel-
kem 62 (35 %) pacientd byla identifi-
kovéana skupina D, u 16 (26 %) pacientt
skupina C, u 15 (24 %) pacientl podsku-
pina SHH aktivovany MB a u 9 pfipadu
(15 %) podskupina WNT aktivovany MB.
Median véku, ve kterém byl u pacientu
diagnostikovan MB, v této studii odpo-
vidal nasim vysledkim (6 let). Pomér za-
stoupeni pohlavi opét koreloval s nasimi
daty (1,95:1vs.2:1),ve srovnani s bézné
udavanym pomérem 1,5 : 1. Northcott et
al v roce 2010 provedli studii, ktera zahr-
novala 294 pacientll [5]. U déti do 3 let
nalezli jako nejcastéjsi podskupinu SHH
aktivovany MB (65 %). V nasi studii byla
u déti v tomto véku nejcastéji zastou-
pena podskupina SHH spolec¢né se sku-

pinou 3 (40 %). Northcott et al déle zjis-
tili, Ze u déti mezi 4 a 15 lety prevladala
skupina D (44 %), vysledky u nasich pa-
cientll tomuto zjisténi odpovidaji (57 %).
U pacientl nad 16 let véku identifikovali
Northcott et al jako nej¢astéjsi podsku-
pinu MB SHH (72 %). V nasem souboru
pacientll byly zafazeny dvé pacientky
starsi 16 let, u jedné byla potvrzena pod-
skupina SHH (50 %), u druhé podskupina
WNT. Pomér pohlavi ve studii Northcotta
et al byl 1,55 : 1 (vs. 2 : 1 v nasi studii).
Northcott et al dale zjistili, ze 70 %
chlapct spadalo do podskupin 3 nebo 4,
zatimco u divek tomu tak bylo ve 42 %
pfipadd. Na druhou stranu u divek pre-
vladala podskupina SHH (47 %), chlapcl
s touto podskupinou bylo pfiblizné
24 %. V souboru nasich pacientl jedno-
znacné prevladaji chlapci, jejichz MB byl
zafazen do podskupiny 3 nebo 4 (93 %).
U dévcat byly nejc¢astéji nalezeny pod-
skupiny WNT a SHH (86 %). Obecné plati,
ze MB podskupin WNT a SHH jsou spo-
jeny s lepsim klinickym pradbéhem ve
srovnani s MB podskupiny 3 a 4. Bylo
zjisténo, ze pohlavi hraje rovnéz roli
v prognéze tohoto onemocnéni, me-
dian pfeziti je u divek vyrazné vy3si nez
u chlapct [2]. V nasi studii toto minéni
muzeme potvrdit, protoZe drtiva vétsina
chlapcli (93 %) spadala do podskupin
s obecné horsi prognézou.

Molekularni klasifikace pacientt s MB,
kterd byla zavedena na nasem pracovi-
s$ti, umoznuje lépe porozumét tomuto
heterogennimu onemocnéni a pomaéha
v terapeutickém planovani. Dulezité je
se vSak nadale vénovat presnéjsi strati-
fikaci rizika, a to predevsim u pacient(
s SHH aktivovanym MB a MB skupiny 4,
mezi nimiz je popisovana Sirokd varia-

bilita v progndze. Identifikace pacientl
s nizkym a naopak s vysokym rizikem
v rdmci jedné podskupiny viak vyza-
duje kombinaci metod profilovani geno-
vych expresi a metylace DNA. Tento pfi-
stup predstavuje stézejni krok smérem
k personalizované terapii, kterd je zalo-
Zena na urceni miry rizika MB u kazdého
pacienta.
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