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Souhrn

Klasifikace nadord centralniho nervového systému (CNS) Svétové zdravotnické organizace
(World Health Organization — WHO) zaznamenala v poslednich letech zdsadni zmény. V soucas-
nosti platna revidovand WHO klasifikace nddort CNS zroku 2016 zavadi koncept tzv. integrované
diagnostiky, inkorporujici kromé histopatologického morfologického nélezu a imunofenotypu
i molekularné-genetické charakteristiky nadoru. Vysledna integrovana diagnéza tedy zahrnuje
jak tradi¢ni morfologické a rdstové charakteristiky nadoru v¢. jeho histopatologického gradu,
tak konkrétni molekuldrni biomarkery. Klasifikace nador(i zalozena na kombinaci fenotypu a ge-
notypu nadord umozniuje presnéjsi prognostickou stratifikaci, zvysuje objektivitu diagnostiky
aumoznuje lépe predikovat odpovéd na protinadorovou lécbu. V roce 2017 bylo soucasné usta-
novenomezinarodnikonsorcium (The Consortiumto Inform Molecularand Practical Approaches
to CNS Tumor Taxonomy - not official WHO (cIMPACT-NOW)), které v obdobich mezi vydanim
jednotlivych WHO klasifikaci nédord CNS tvofi a formuluje prakticka doporuceni pro integrova-
nou diagnostiku nadori CNS a budouci WHO klasifikaci. Za¢lenéni molekularnich biomarkert
do integrované diagnostiky zasadnim zplsobem zménilo zejména klasifikaci difuznich gliom,
které v sobé zahrnuji jednotky s odliSnymi morfologickymi charakteristikami, genetickymi al-
teracemi a biologickym chovanim. Pfehledova prace shrnuje zakladni morfologické, imunofe-
notypické a molekularné genetické charakteristiky difuznich glioma v rdmci integrované dia-
gnostiky dle platné WHO klasifikace nadord CNS 2016 a naslednych doporuceni diagnostickych
postupd.
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INTEGROVANA DIAGNOSTIKA DIFUZNICH GLIOMU

Summary

Recently, the World Health Organization (WHO) classification of tumours of the central nervous system (CNS) has brought essential changes.
The currently valid revised WHO 2016 classification of CNS tumours introduced the concept of integrated diagnostics, which incorporated not
only histopathological morphological finding and immunophenotype but also molecular-genetic characteristics of the tumour. Thus, the final
integrated diagnosis comprises the traditional morphological and growth pattern characteristics of a tumour including histopathological grade
and also specific molecular biomarkers. The classification of tumour based on a combination of both tumour phenotype and genotype enables
more precise prognostic stratification, increases the objectivity of diagnostics and prediction of response to treatment. In 2017, an internatio-
nal platform, The Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy — not official WHO (cIMPACT-NOW), was
established to create and formulate practical recommendations for integrated diagnostics of CNS tumours and upcoming WHO classification.
The incorporation of molecular biomarkers into the integrated diagnostics radically changed the classification of diffuse gliomas, which include
entities with different morphological characteristics, genetic alterations and biological behaviour. This review article summarizes essential mor-
phological, immunophenotypical and molecular genetic characteristics of diffuse gliomas within the scope of integrated diagnostics according

to the valid WHO classification of tumours of the CNS and subsequent recommendations of diagnostic approaches.
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Uvod

Gliomy pfestavuji nejcastéjsi primarni
nadory mozku, reprezentujici az 75 %
primarnich malignit mozku, s nejvy3s3im
zastoupenim glioblastomu. Definujicim
znakem difuznich astrocytarnich a oli-
godendrolidlnich nadord je difuzni infil-
trativni charakter rGstu v mozku ¢i mise
bez zfetelného ohrani¢eni nddorového
infiltratu.

V ramci integrované diagnostiky dle
revidované WHO klasifikace nador(
centralniho nervového systému (CNS)
2016 [1] jsou difuzni astrocytarni a oligo-
dendroglidlni nddory klasifikovany na za-
kladé mutac¢niho statu IDH (izocitratde-
hydrogendzy) jako IDH-mutované nebo
IDH-wildtype difuzni gliomy (tab. 1). IDH-
-mutované nadory jsou déle ¢lenény na
IDH-mutované astrocytarni nadory a oli-
godendrogliomy, IDH-mutované, s ko-
deleci 1p/19q. IDH-mutované low grade
difazni gliomy (WHO grade (G) Il) se vy-
znacuji potencidlem progrese v high
grade anaplastické gliomy (WHO G IlI).
resp. u astrocytarné diferencovanych na-
dorQ az v glioblastom (WHO G IV). Glio-
blastomy vznikajici progresi z IDH-muto-
vanych astrocytom( nizsiho gradu jsou
oznacovany jako sekundarni glioblas-
tomy, na rozdil od primarnich de novo
vznikajicich, téméf vyhradné IDH-wild-
type glioblastom(l. Samostatné defino-
vanou jednotku predstavuje v ramci nové
integrované diagnostiky difizni stfedo-
carovy gliom, s mutaci K27M v genech
pro histon 3 (H3) [2].

Integrovana diagnostika gliom0 sa-
mostatné vyclenuje skupinu glioma, pro

které je typicky ohraniceny typ ristu,
postradaji mutace IDH genl a jsou Casto
nositeli alteraci genu BRAF. Jde o pilocy-
tarni astrocytom WHO G |, pleomorfni
xantoastrocytom WHO G Il nebo Il a su-
bependymalni obrovskobunéény astro-
cytom WHO G I [2].

Integrovana diagnostika vyzaduje apli-
kaci rozsahlého spektra molekuldrné-
-patologickych a genetickych vysetieni
do rutinni diagnostické praxe. V sou-
casnosti jsou Siroce vyuzivany zejména
metodiky detekujici alterace jednotli-
vych genU a jejich genovych produkt
(imunohistochemie, cytogenetické pfi-
stupy (napt. fluorescencni in situ hybri-
dizace (FISH), techniky polymerdzové
fetézové reakce (polymerase chain reac-
tion - PCR) a Sangerova metoda ¢i pyro-
sekvenovani). Metody sekvenovéni nové
generace (next generation sequencing,
NGS) umoziuji soucasné analyzy vice
gent, jak na pfitomnost mutaci a fuzi,
tak na detekci zmén poctu kopii prislus-
nych gend. V soucasnosti jsou komeréné
dostupné genové panely pro identifikaci
genetickych alteraci v mozkovych na-
dorech v¢. gliomd, umoznujici v rutinni
diagnostické praxi vysetieni biomarkert
s vyznamem nejen diagnostickym, ale
i prognostickym a prediktivnim.

Doporucené diagnostické postupy
difuznich gliomd respektuji platnou
revidovanou WHO klasifikaci nadort
CNS 2016 a inkorporuji recentni do-
poruc¢eni mezinarodniho konsorcia
neuropatologl a klinickych neuroon-
kologl (The Consortium to Inform Mo-
lecular and Practical Approaches to

CNS Tumor Taxonomy - not official
WHO (cIMPACT-NOW)), které prezen-
tuje praktickd doporuceni pro tkano-
vou diagnostiku mozkovych nadord na
zakladé novych informaci a recentnich
zjisténi [3].

Histologicka klasifikace a grading
difuznich gliomt

Diagnostickou kaskddu zahajuje stan-
dardni histopatologické vysetteni a po-
souzeni rastovych charakteristik nddoru,
jeho diferenciace a stanoveni histopato-
logického gradu. Difuzni gliomy jsou cha-
rakterizovany infiltrativnim typem réstu
v mozkové tkani, neostrym ohrani¢enim
nadorového infiltratu, prikaznou pfitom-
nosti rezidudIni tkané CNS mezi burikami
nadorového infiltratu, klesajici denzitou
nadorovych bunék smérem od centra na-
doru do periferie a pfitomnosti vysoce
specifickych tzv. sekundarnich struktur di-
fzné rostouciho gliomu v okraji invazivni
fronty gliomu. Zde identifikujeme infiltraci
nadorovymi burfikami perineurondlné
(obraz tzv. perineurondlni satelitézy), pe-
rivaskularné a subpidlné. Imunohistoche-
micky prikaz exprese neurofilament v re-
zidudlnich axonech mezi nddorovymi
burikami podporuje prikaz infiltrativniho
charakteru rdstu difuznich gliomi a je-
jich diferencialni diagnostiku vzhledem
ke gliomdm s ohrani¢enym typem r{stu.
Tato diferencialni diagnostika je kompli-
kovana zejména v pfipadech, kdy je pro
diagnostické ucely k dispozici pouze cen-
trum tumoru a posouzeni okraje invazivni
fronty difuzné rostouciho gliomu neni
mozné [1].
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Tab. 1. WHO 2016 klasifikace diftiznich gliom v¢. recentnich doporuceni ctMPACT-NOW.

Difazni infiltrujici astrocytarni a oligodendroglialni

nadory

difdzni astrocytom, IDH-mutovany (mt)

gemistocytarni astrocytom, IDH-mutovany (varianta)

difuzni astrocytom, IDH-wildtype (wt)*

difuzni astrocytom, NOS

anaplasticky astrocytom, IDH-mutovany
anaplasticky astrocytom, IDH-wildtype*

anaplasticky astrocytom, NOS
glioblastom, IDH-wildtype
obrovskobunécny glioblastom (varianta)

gliosarkom (varianta)

epiteloidni glioblastom (provizorni varianta)*

glioblastom, IDH-mutovany (sekundarni glioblastom)

glioblastom, NOS

difuzni stfedocarovy gliom, H3 K27M-mutovany

oligodendrogliom, IDH-mutovany, s kodeleci 1p/19q

oligodendrogliom, NOS

anaplasticky oligodendrogliom, IDH-mutovany, s kode-

leci 1p/19q
anaplasticky oligodendrogliom, NOS
oligoastrocytom, NOS*

anaplasticky oligoastrocytom, NOS*

WHO
grade

9440/3 Il
9411/3 Il

ICD-0

9400/3

9400/3 Il
9401/3 11l

9401/3

9401/3 11l
9440/3 \Y
9441/3 vV
9442/3 IV
9440/3 vV
9445/3 \%
9440/3 Y
9385/3 vV

9450/3 Il

9450/3 Il

9451/3 11l

9451/3 1l
9382/3 Il
9382/3 1l

*provizorni jednotka ve WHO 2016 klasifikaci nddort CNS
**dle doporuceni cIMPACT-NOW difuzni a anaplastické astrocytomy, IDHwt, ve kterych byly identifikovdna amplifikace EGFR
a/nebo kompletni ztrata chromozomu 10 v kombinaci se ziskem chromozomu 7 (-10/+7) a/nebo mutace v promotorové oblasti
genu TERT, klasifikovat jako difuzni astrocytarni gliomy, IDHwt, s molekularnimi znaky glioblastomu, WHO grade IV
cIMPACT-NOW - mezinarodni konsorcium neuropatologt a neuroonkologt The Consortium to Inform Molecular and Practical
Approaches to CNS Tumor Taxonomy - not official WHO, ICD-O - mezinarodni klasifikace onemocnéni pro onkologii, NOS - Not

Otherwise Specified

Difuzni gliomy morfologicky vyka-
zuji znamky astrocytarni (fibrilarni i
méné ¢asto gemistocytarni) nebo oligo-
dendroglidlni diferenciace. Konvencni
znamky fibrilarni astrocytarni diferen-
ciace nadorovych bunék zahrnuji pfi-
tomnost bunék s nenapadnou cyto-
plazmou, s protahlymi hyperchromnimi
jadry, s jadernymi atypiemi a nepravi-
delnostmi jadernych kontur. Gemisto-
cytarné diferencované bunky se vyzna-

Cuji objemnou eosinofilni cytoplazmou
a kratkymi vétvicimi se vybézky. Oligo-
dendroglidlné diferencované bunky
jsou charakterizovany pfitomnosti uni-
formnich kulatych ¢i ovalnych jader, os-
trymi jadernymi hranicemi, jemné zr-
nitym chromatinem a perinukledrnim
projasnénim cytoplazmy, s charakteris-
tickou siti jemnych vétvicich se kapilar
na pozadi (obr. 1) [4,5]. U ¢&asti difuznich
gliomu Ize morfologicky prokazat pfi-

Diagnostické biomarkery

(WHO 2016 definujici tu¢né vyznaceny)
IDH1/2 mutace, ztrata exprese ATRX

mutace promotoru TERT, amplifikace EGFR,

+7/-10

IDH1/2 mutace, ztrata exprese ATRX
mutace promotoru TERT, amplifikace EGFR,

+7/-10

mutace promotoru TERT, amplifikace EGFR,

+7/-10, mutace H3-G34

IDH1/2 mutace, ztrata exprese ATRX

mutace H3-K27M

IDH1/2 mutace, kodelece 1p/19q,

mutace promotoru TERT

IDH1/2 mutace, kodelece 1p/19q,

mutace promotoru TERT

tomnost smésné populace nadorovych
bunék, oligo- a astrocytarné diferen-
covanych, ¢i prechodnych bunéénych
typU. Soucasna klasifikace nadori CNS
WHO 2016 jednotku oligoastrocytomu
prakticky eliminovala, difdzni a anaplas-
ticky oligoastrocytom prestavuji pouze
provizorni jednotky, které jsou ve vét-
Siné pfipadl po provedeni molekular-
nich testd a integrované diagnostiky
re-klasifikovany jako astrocytomy (IDH-

250

Klin Onkol 2020; 33(4): 248-259




INTEGROVANA DIAGNOSTIKA DIFUZNICH GLIOMU

B .4 l" :' i i L, “‘ 4
e g B e B
R i X, A " eV,
% f..-‘i e ,-\.1. - A ‘..
| e G e
: ?_n‘ ';‘.e:._‘-.r.;-;; .. - ;' ‘H‘, m-
-, R - S
2 Gl A A (5L 4
- e e T St hv}.':.
. e . -
= ,-‘:I."‘ 6k ':‘1 “& :.
TH Al R
TRWEAR T e o s g
.’E\,ﬂf{,‘ .“'_',_'3 e '.q_-._ "t}} L
\ i >+ ¥ oaade 1 :
g S LA T NPT
-‘1' LR & L - %
S SIS b o
1 o rﬁ - .=
!.-‘. .;JH- ’ ,;.:_'K Y .:.‘d. - ¥
v Aoy & LOOT AL B A S
b T ﬁ‘.: A A e :"-'ft ey,
" LY L] (e -
fors f;nﬁ.n". 'I'-’- T ':-‘:'l- Ll ‘;?.:.'t.!pln{r
|y 4 \ﬁ‘- el Ay, B K Tt St
4 0 AL & -.:;if 4 :R"l;r ?l?;‘f A A
T B ok e A S lias,
R W e o) L. T R T e - £ 0 et A
VR ey AT R BB
R B S s 1 Bt o L 38
N gy s G I 1T o Y ona® i‘**-‘-‘fa
B L "\':; #_"i il Rl S 7B 2 :'.I"';""'}"éih?%iﬁ
T T L e B AR S, WD LA A R
- : " - A Sy T2 a5 2 a* o e &
tc ke gt ..h's..-h:nb ™ ife i - oSy T e :‘_'?ﬁf‘:ﬂ.'r::{?ﬁ!_?'
\‘ L el e E T 5 e i - L3 i %73 ' B Ay 1,'-‘.‘*“--';1' :/

Obr. 1. Typicka morfologie infiltrujicich glioma.

A) Difazni astrocytom, stfedné celuldrni nddorova proliferace tvorena atypickymi fibrilarnimi astrocyty.

B) Glioblastom, hypercelularni tumor s palisadujici nekrézou.

C) Oligodendrogliom, stfedné celularni proliferace ovalnych bunék s perinukledrnim projasnénim v siti bohaté vétvenych kapilar.
D) Anaplasticky oligodendrogliom, hypercelularni proliferace s briskni mitotickou aktivitou.

A-D) Hematoxylin-eozin, plvodni zvétseni 200x

-mutované nebo IDH-wildtype) ¢i oligo- Glioblastomy mohou vykazovati mor-  nich atypii (jaderné i bunécné variability,
dendrogliomy (IDH-mutované, s kode-  fologii sarkomatoidni, epiteloidni ¢i ob-  tvarové i velikostni, hyperchromazie
leci 1p/19q) pfislusnych gradd. Pouze  rovskobunéc¢nou, reflektovanou v platné  jader), zndmek anaplazie (ztraty diferen-
v piipadé, Ze molekularni testy nemo-  WHO klasifikaci pfitomnosti variantnich  ciace), signifikantni mitotické aktivity
hou byt provedeny ¢i jejich vysledky jsou  jednotek této jednotky (tab. 1). Glioma-  a pfitomnosti mikrovaskularnich proli-
nekonkluzivni, je oprdvnénd diagndéza  tosis cerebri nepredstavuje v klasifikaci  feratl a nekréz. WHO G Il difdznich as-
oligoastrocytomu resp. anaplastického ~ WHO 2016 distinktni jednotku, repre-  trocytomd je definovan pfitomnosti ja-
oligoastrocytomu, NOS (Not Otherwise  zentuje infiltrativni charakter rlstu di-  dernych atypii, WHO G Il anaplastické

Specified) resp. NEC (Not Elsewhere Spe-  fuznich astrocytarnich a oligondroglidl-  astrocytomy jsou charakterizovany zvy-
cified). Zcela raritné byly popsany pii- nich tumorG. Zruseni této jednotky je  Senou mitotickou aktivitou, obvykle pro-
pady difuznich gliomU s distinktnimi  vSak kontroverzni [1]. vazenou i vyraznéjsimi cytonukledrnimi
komponentami astrocytarni a oligoden- Grading diftznich gliom0 je v rdmci  atypiemi a hypercelularitou, definuji-

droglialni, morfologicky i molekularné ~ WHO 2016 klasifikace nador CNS stale  cim znakem WHO G IV glioblastom je
geneticky, které vsak v sou¢asném klasi-  zaloZzen na histopatologickém morfo-  pak pfitomnost mikrovaskularnich pro-
fika¢nim schématu nepiedstavuji samo-  logickém vysetieni, vychazi z hodno- liferatd a/nebo nekréz, geografickych
statné definované jednotky [6]. ceni celularity, pfitomnost cytonuklear-  ¢i ¢asto palisadujicich. Konven¢ni oli-
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Obr. 2. Grading.

A) Cytonukledrni atypie a briskni mitotickd aktivita u anaplastického astrocytomu.
B) Palisadujici nekréza zachycena v glioblastomu.

C+D) Glomeruloidni vaskuldrni proliferat zastizen u glioblastomu.

D) Imunohistochemické vysetieni exprese CD31.

A-C) Hematoxylin-eozin, piivodni zvétseni 200%, D) PGvodni zvétseni 100x

godendrogliomy pfedstavuji WHO G
Il difuzni gliomy, pficemz hypercelula-
rita, pfitomnost jadernych atypii, nek-
rotizace, mikrovaskularnich proliferatt
a briskni mitotické aktivity podminuje
diagn6zu WHO G Il anaplastického oli-
godendrogliomu (obr. 2) [1].

Vyjimku z tohoto schématu predsta-
vuje diftzni stfedocarovy gliom, H3-K27-
-mutovany, ktery je vzhledem ke své ne-
pfiznivé progndze vzdy klasifikovan jako
WHO G IV, bez ohledu na morfologicky
stanoveny grade. Obdobné by dle re-
centnich doporuceni mezinarodniho
konsorcia cMPACT-NOW mély byt klasi-
fikovany gradem IV také difizni astrocy-

tarni gliomy, IDH-wildtype, s molekular-
nimi znaky glioblastomu [7].

IDH mutacni analyza

a diferencialni diagnostika
IDH-mutovanych diftiznich
gliomu

Soucasti standardniho diagnostického
postupu je v rdmci integrované dia-
gnostiky stanoveni mutacniho statu
IDH (schéma 1). Mutace R132 genu
IDH1 nebo R172 genu IDH2 byly proka-
zany v 80-90 % adultnich WHO G Il a GlII
difuznich astrocytomd, oligodendro-
gliom{ a sekundérnich glioblastomd.
Izocitratdehydrogendza pfedstavuje

enzym, ktery je zodpovédny za konverzi
izocitratu na a-ketoglutarat v citratovém
cyklu. Mutovana forma IDH navic ziskava
schopnost katalyzovat redukci a-keto-
glutardtu na D-2-hydroxyglutarat, onko-
metabolit, ktery interferuje s celou fadou
bunécnych procest a nepfimo inhibuje
transkripci dllezitych tumor supresoro-
vych genl a pfispiva ke vzniku IDH-mu-
tovaného diflizniho gliomu [8]. Mutace
R132H genu IDH1 vznikajici substituci
¢.395G>A a vedouci k zdméné argininu
za histidin v polypeptidovém retézci
(mutace ménici smysl; missense muta-
tion) predstavuje nejcastéjsi mutaci a je
detekovatelna imunohistochemicky vy-
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Difdizni gliom

v

R123H IDH1 imunohistochemicky

v

v

Pozitivita imunohistochemicky

v

Difuizni gliom, IDH mutovany

A

Pozitivni mutacni analyza

v

Negativita imunohistochemicky

v

Sekvenace kodonu 132 IDH1

a kodonu 172 IDH2

Klasicky hemisfericky
glioblastom
Pacient > 54 let,
bez gliomu nizsiho gradu
¢i sttedocarového gliomu

v

|
|
|
|
|
Negativni mutacni analyza I
|
|
|
|
|

v
v

Diftzni gliom IDH wildtype « - -

Schéma 1. Algoritmus pro vysetfeni genti IDH. IDH - izocitratdehydrogenaza

soce senzitivni a specifickou protilat-
kou proti takto mutovanému proteinu.
Imunohistochemicky prokdzand pozi-
tivita IDH1-R132H (obr. 3A) potvrzuje
diagnézu IDH-mutovaného difizniho
gliomu. U imunohistochemicky IDH1-
-R132H negativnich nadorl (obr. 3B) je
za Ucelem identifikace vzacnéjsich mu-
taci IDH gent indikovana sekvenace ko-
donu 132 genu IDHT a kodonu 172 genu
IDH2 [9]. Sekvenace gentl IDH neni v pfi-
padé negativity imunohistochemic-
kého vysetieni indikovdna u pacient(
starsich 54 let, s histologicky klasickym
glioblastomem v nestfedocarové lokali-
zaci, bez gliomu nizsiho gradu ¢i gliomu
ve stfedocarové lokalizaci v anamnéze.
V téchto pfipadech je pravdépodobnost
vyskytu mutace IDH zanedbatelna a pro
prikaz statu IDH-wildtype je dostacujici
negativni imunohistochemické vyset-
feni exprese IDH1-R132H [10].
Integrovanda diagnostika difuznich
gliomG definuje oligodendrogliomy

jako nadory IDH mutované, s kodeleci
1p/19q. Vysetieni kodeleci 1p/19q tedy
stratifikuje IDH-mutované astrocytomy
a IDH-mutované oligodendrogliomy
s kodeleci 1p/19g. Genotyp je v rdmci
integrované diagnostiky nadfazen fe-
notypu difuzniho gliomu. IDH-muto-
vany difizné rostouci gliom je klasifiko-
van jako oligodendrogliom i v pfipadé
astrocytarni morfologie, pokud je pro-
kazana kodelece 1p/19q. Pro diagnézu
oligodendrogliomu je rozhodujici
pouze kompletni ztrata obou chromo-
zomalnich ramének asociovana se sig-
nifikantné del$im prezivanim pacientd.
Inkompletni chromozomalni ztraty
v pfedmétnych lokalizacich nejsou pro
diagnézou oligodendrogliomu urcu-
jici, a naopak jsou casto identifikovany
v astrocytérnich tumorech [11]. Pro de-
tekci deleci 1p/19q je v praxi nej¢astéji
vyuzivana fluorescencni in situ hybridi-
zace (FISH), kterd se v3ak vyznacuje ri-
zikem falesné pozitivniho vysledku pri-

kazu kodeleci 1p/19q vzhledem k tomu,
Ze nejcastéji vyuzivané a komeréné do-
stupné proby se vazi na distalni konce
ramének chromozomu 1 a 19, s ¢imz je
spojeno riziko prikazu pouze fokalni
delece. Doporucené postupy moleku-
larniho testovani kodeleci 1p/19q tedy
zahrnuji metodiky umoznujici identifi-
kaci kompletnich ztrat chromozomal-
nich ramének (napf. MLPA (Multiplex Li-
gation-dependent Probe Amplification),
array CGH (comparative genomic hybri-
dization) nebo analyza variability poctu
kopii vybranych sekvenci (copy num-
ber variation; CNV) pomoci NGS). Mozné
a v budoucnu Zadouci je vyuziti FISH
s komercné dostupnymi probami de-
tekujicimi proximalnéjsi useky sledova-
nych chromozomalnich ramének.

V IDH-mutovanych astrocytomech
je Castd alterace genu ATRX (a-thalas-
semia mental retardation syndrom X-
-linked), obvykle provadzend i mutacemi
v tumor supresorového genu TP53. ATRX
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Obr. 3. Imunohistochemické vysetieni exprese IDH1-R132H, ATRX a p53.

A) Pozitivni reakce prokazujici mutaci R132H genu IDHT.

B) Negativni reakce vylucujici mutaci R132H genu IDH1.

C) Wildtype nukledrni exprese ATRX.

D) Ztrata nuklearni exprese ATRX v jadrech nddorovych bunék pfi zachované nukledrni expresi v nenddorovych bunkéach - prikaz mu-
tace genu ATRX.

E) Wildtype nukledrni exprese p53.

F) Akumulace mutovaného proteinu p53 intranuklearné.

A-F) PGvodni zvétseni 200x
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predstavuje protein hrajici roli v zacho-
vani chromatinové struktury telomer.
Inaktiva¢ni mutace ATRX je asociovana
s procesem alternativniho prodluzovani
telomer, esencialniho procesu poskytu-
jici nddorové burice schopnost se ne-
konecné mnozit [12]. Jaderna exprese
ATRX je rutinné vysetfovana imunohis-
tochemicky, mutace ATRX jsou obvykle
asociovany se ztratou jaderné exprese
ATRX (obr. 3C, D). Hodnoceni imunohis-
tochemickych vysetfeni exprese ATRX
vyzaduje velkou pozornost, je citlivé na
postupy v preanalytické fazi (napf. fi-
xaci) a pro prukaz ztrdty jaderné ex-
prese ATRX v nadorovych bunkach indi-
kujici pfitomnost mutovaného ATRX je
nutna pfitomnost interni pozitivni kon-
troly — prikazna exprese ATRX v bun-
kach nenadorového pozadi, endotelial-
nich, zanétlivych, atd. v hodnoceném
Useku.

Interpretace vysledk( imunohistoche-
mického vysetieni exprese p53 vyzaduje
rovnéz velkou pozornost. Vétsina mutaci
TP53 jsou tzv.,,missense” mutace, v dl-
sledku kterych dochazi k jaderné aku-
mulaci proteinu. Imunohistochemické
vysetieni neni senzitivni ani specifické
pro prikaz mutaci TP53 a musi byt inter-

pretovano v kontextu s morfologii a dal-
$imi imunohistochemickymi a moleku-
Iarné genetickymi nalezy. Pouze pfipady
vykazujici extenzivni a silnou jadernou
pozitivitu p53 ve vice nez 10 % glidlnich
bunék mohou byt s velkou pravdépo-
dobnosti interpretovany jako p53 po-
zitivni/TP53 mutované a soucasné ab-
sence jaderné pozitivity p53 nevylucuje
mutovany TP53 (napf. v disledku delece
TP53) (obr. 3E, F) [13].

Doporuceni cIMPACT-NOW konsorcia
umoznuje integrovanou diagnézou IDH-
-mutovaného astrocytomu pro pfipad
difaznich gliomu histologicky s astrocy-
tarni morfologii, s imunohistochemicky
prokdzanou ztratou jaderné exprese
ATRX a/nebo silnou difuzni imunopoziti-
vitou p53 bez nutnosti dalsiho testovani
na piitomnost kodeleci 1p/19q. Geno-
typ difuzniho gliomu IDH/ATRX a/nebo
TP53 mutovany je tedy konzistentni
s diagndézou astrocytomu [7].

V diagnostickém algoritmu je nutné
vzit v Uvahu i skute¢nost, ze ne viechny
mutace ATRX jsou asociovany se ztra-
tou jaderné exprese ATRX a pfitomnost
jaderné exprese ATRX v IDH-mutova-
ném nadoru nevylucuje diagnézu as-
trocytomu. U IDH-mutovanych difuz-

Difdizni gliom, IDH mutovany

nich gliom{ se zachovalou jadernou
expresi ATRX a bez signifikantni imu-
nopozitivity p53 je tedy indikovano vy-
Setfeni kodeleci 1p/19q pro vylouceni
diagnozy oligodendrogliomu i v pfi-
padech, kdy morfologicky histopatolo-
gicky nalez neni pro oligodendrogliom
typicky (schéma 2).

Telomerazova reverzni transkriptaza
(TERT) predstavuje funkéni jednotku
enzymu telomerdzy, ktera se uplatiuje
v procesu zachovani délky telomer pfi
bunééném déleni, zamezujici jejich
zkracovani. Mutace v promotorové ob-
lasti genu TERT byly prokazany i v difuz-
nich gliomech, v oligodendrogliomech
a primarnich glioblastomech. Mutace
promotoru TERT se téméf nevyskytuji
v IDH-mutovanych astrocytomech, kde
se preferencné uplatiiuje v procesu za-
chovani délky telomer mutovany ATRX,
obvykle provézeny i mutacemi TP53.
Sekvenace promotorové oblasti genu
TERT predstavuje ucinny nastroj pro
detekci této alterace, imunohistoche-
micky prakaz TERT nekoreluje s mutac-
nim statem TERT. Amplifikace TERT ci
rearanze promotoru TERT predstavuji al-
ternativni mechanismy zachovani délky
telomer [12].

v
v v
ATRX pozitivni ATRX negativni
v
v v
Kodelece 1p/19q Bez kodelece 1p/19q
v v v v v
Bez anaplastické Anaplastickd Bez zvysené Zvysena B e

morfologie

|

Oligodendrogliom IDH
mutovany s kodeleci
1p/199, WHO G I

morfologie

|

Anaplasticky
oligodendrogliom IDH
mutovany s kodeleci
1p/19q, WHO G I

mitotické aktivity

l

Schéma 2. Diagnosticky algoritmus IDH-mutovanych difuznich gliom.

IDH — izocitrdtdehydrogendza

mitoticka aktivita

aktivita, nekrézy
a/nebo mikrovaskularni
proliferdty

l

Difazni PR Glioblastom IDH
astrocytom legﬁn:ﬁj’:gg;\tpm mutovany
IDH mutovany, WHO G II Y (sekundarni),
WHO Gl WHO G IV
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IDH-wildtype difazni gliomy
Vétsina difuzné/infiltrativné rostoucich
gliom0 bez mutace v genech IDH1/2 vy-
kazuje morfologické charakteristiky glio-
blastomu a je takto klasifikovana (glio-
blastom, IDH-wildtype, WHO G V).
Ztrata jaderné exprese ATRX v IDH-wil-
dtype difuznich gliomech obvykle neni
vyjadiena.

IDH-wildtype difuzni astrocytomy
(WHO G 1l) a anaplastické astrocy-
tomy (WHO G lll) pfedstavuji v platné
WHO 2016 klasifikaci nadord CNS pro-
vizorni jednotky a zahrnuji v sobé na-
dory s rozdilnym biologickym chovani
a prognézou [1].

U dospélych se IDH-wildtype diftzni
a anaplastické astrocytomy vyskytuji po-
mérné casto, zejména ve vyssich véko-
vych skupinéch. Ve srovnani s hlavnimi
onkologickymi diagnézami jako jsou
nadory prsu, plic nebo prostaty se viak
jednd o onemocnéni vzacna. Pres ab-
senci morfologickych znakd WHO grade
IV glioblastomu ¢asto vykazuji moleku-
larné-patologické alterace typické pro
IDH-wildtype glioblastomy, vyznacuji
se nepfiznivou prognézou a predispo-
nuji k obdobnému biologickému cho-
vani jako primarni glioblastom, prestoze
morfologicky nespliuji kritéria pro za-
fazeni do WHO grade IV kategorie. cIM-
PACT-NOW konsorcium tedy doporucuje
u wildtype difuznich a anaplastickych
astrocytomd vysetieni genetickych al-
teraci typickych pro glioblastom a v pfi-
padé prokidzané amplifikace genu pro
receptor epidermalniho rlstového fak-
toru (EGFR) na 7. chromozomu a/nebo
mutace v promotoru TERT a/nebo kom-
pletni ztraty chromozomu 10 v kombi-
naci se ziskem chromozomu 7 (-10/+7),
klasifikovat tyto nadory jako difuzni as-
trocytarni gliomy, IDH-wildtype, s mo-
lekuldrnimi znaky glioblastomu, WHO
grade IV (schéma 3). Amplifikaci genu
EGFR s naslednou overexpresi EGFR re-
ceptorl vykazuje 40-50 % IDH-wildtype
glioblastoma. U asi poloviny EGFR am-
plifikovanych primarnich glioblastom
Ize prokazat ptitomnost intragenové de-
lece exontl 2-7 produkujici trvale aktivni
variantu EGFR, tzv. EGFRVIII. Pfitomnost
této delecni varianty EGFR lze prokazat
imunohistochemicky, standardni priikaz
amplifikace EGFR je metodou FISH [14].

AZ 40 % IDH-wildtype glioblastom
vykazuje hypermetylaci promotoru
genu MGMT (O-6-metylguanin-DNA me-
tyltrasferaza), coz je asociovano s lepsi
odpovédi na terapii alkylacnimi agens
v¢. temozolomidu, nejéastéji pouziva-
ného cytostatika v neuroonkologii. Vy-
Setfeni metylace promotoru MGMT
u IDH-wildtype high grade glioma tedy
pfinasi dalezité informace prediktiv-
niho charakteru, prikaz hypermetylace
promotoru MGMT muze identifikovat
pacienty profitujici z terapie alkylac-
nimi agens a ovlivnit klinicky a terapeu-
ticky management pacienta [15]. Pfikla-
dem je lé¢ba pacientd s glioblastomem,
ktefi jsou starsi 70 let. Na zakladé vy-
sledki némecké studie NOA-08 a skan-
dindvské studie Nordic trial byl stanoven
novy lé¢ebny postup, zaloZeny na testo-
vani metylace MGMT promotoru [16,17].
Obé dvé studie prospektivné srovna-
valy samotnou pooperaéni radioterapii
se samotnou pooperacni chemoterapif
temozolomidem. Na zakladé jejich vy-
sledk{l je mozné u této kohorty pacient
v ptipadé prokdazané metylace promo-
toru MGMT indikovat samotnou che-
moterapii (podavanou v domacim pro-
stredi, ve formé tablet) a tohoto starsiho
vulnerabilniho pacienta nevystavovat
naro¢nému ozafovani, které je pro tyto
pacienty casto organiza¢né kompliko-
vané (kazdodenni cestovani na praco-
vi$té radia¢ni onkologie). Vysetfeni me-
tyla¢niho statu promotoru pro MGMT se
provadi nejéastéji metylacné specific-
kou PCR, MS-MLPA (methylation-specific
multiplex ligation probe amplification)
nebo analyzou teplot tani s vysokym roz-
lisenim (high resolution melting analy-
sis — HRM) po bisulfitové konverzi neme-
tylovanych cytosinli na uracil. Posledné
zminovana metoda je sice na zpracovani
vice naroc¢na, avsak oproti dvéma pred-
chozim snizuje riziko falesné pozitivnich
vysledku [18].

Dalsi terapeutické konsekvence vyse
diskutovanych biomarkerd pfesahuji
ramec textu, proto odkazujeme ¢tenare na
prace zabyvajici se touto topikou [19-23].

Difazni astrocytomy
pediatrického typu

Pfestoze jsou pediatrické difuzni astro-
cytomy od svych adultnich protéjsku

morfologicky nerozlisitelné, lisi se jak
geneticky, tak prognosticky. Na rozdil od
adultnich jsou pediatrické difzni astro-
cytomy pouze vzacné nositeli mutace
genl IDH, ATRX, TP53 a zaroven se vy-
znacuji vyrazné nizsim rizikem progrese
do high grade gliomd, coz je spojené
s lepsi prognozu. V pediatrickych diftiz-
nich gliomech (IDH-wildtype a H3-wild-
type) jsou Casté alterace v genech BRAF,
FGFR1, MYB ¢&i MYBL1, resp. jiné alterace
MAPK signaIni drahy.

Dle doporuceni cIMPACT konsor-
cia [24] byla navrzena klasifikace pe-
diatrickych difuznich astrocytomd,
IDH-wildtype/H3-wildtype, WHO G Il his-
tologického gradu nasledovné:

Difdzni gliom, MYB-alterovany

Difazni gliom, MYBL-alterovany

Difazni gliom, FGFR1 TKD duplikovany

Difdzni gliom, FGFR1-mutovany

Difuzni gliom, BRAF-mutovany (bez

delece CDKN2A/B)

Difazni gliom, s jinymi alteracemi

MAPK signalni drahy

Pediatrické difuzni astrocytomy s IDH
mutaci se chovaji obdobné jako adultni
a vyskytuji se vyhradné u déti starsich
14 let [25].

Samostatnou, v rdmci integrované
diagnostiky definovanou, jednotku
predstavuje dale blize specifikovany
prognosticky nepfiznivy difuzni stfedo-
¢arovy gliom, H3-K27-mutovany.

U adolescentd a mladych dospélych
byly rovnéz popsany difizni gliomy po-
stihujici mozkové hemisféry, IDH-wild-
type, s mutacemi v genu H3F3A v pozici
G34 (H3 G34 mutované) a ve vétsiné pfi-
padu s prokdzanou ztratou jaderné ex-
prese ATRX a/nebo signifikantni imu-
nopozitivitou p53. Vyznacuji se high
grade biologickym chovanim, s pouze
mirné priznivéjsi progndzou ve srov-
nani s ostatnimi subtypy IDH-wildtype
glioblastom [25]. Hypermetylace pro-
motoru MGMT byla popsana u vét-
$iny H3 G34-mutovanych nador(, coz
pravdépodobné pfispiva k lepsi pro-
gnéze téchto nadorl. H3 G34-muto-
vané nadory v soucasné integrované
diagnostice nepredstavuji definovanou
jednotku, je doporu¢ovano zafazeni do
kategorie ,NEC” (Not Elsewhere Clas-
sified) a popisnd diagnéza zahrnujici
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Diftizni gliom, IDH wildtype

v

v

Stredocarovy

v
v v

H3-K27M mutace

l

Difaizni stredocarovy gliom
H3-K27M mutovany, WHO G IV

H3-K27M wildtype

¢ Zvazit H3 G34
Hemisfericky — - - - - - muto<v§(r)1)llegcllom,
ATRX mutace

»
»
A

v

Bez histologickych znaka
glioblastomu

v

EGFR amplifikace,
+7/-10,
mutace promotoru TERT

v

v

S histologickymi znaky
glioblastomu

i

Glioblastom
IDH wildtype, WHO G IV

v

Negativni

v

v

Bez zvysené mitotické aktivity

v

Diftizni astrocytom
IDH wildtype, WHO G II

v

Se zvySenou mitotickou aktivitou

v

Anaplasticky astrocytom
IDH wildtype, WHO G IlI

Schéma 3. Diagnosticky algoritmus IDH-wildtype difaznich glioma.
Tmavé modrie podbarvené jednotky jsou soucasti doporuceni cIMPACT-NOW a nejsou specifikovany v platné WHO klasifikaci nadorfi

centralniho nervového systému 2016.

v

Pozitivni

l

Difuzni astrocytarni gliom
s molekuldrnimi znaky
glioblastomu, WHO G IV

cIMPACT-NOW - mezinarodni konsorcium neuropatologt a klinickych neuroonkolog, IDH - izocitratdehydrogenaza

morfologii, grading a molekularni profil
nadoru [26].

Diftizni stfedocarovy gliom,
H3-K27-mutovany

Je definovan jako infiltrujici stfedoca-
rovy high grade gliom s dominujici as-
trocytdrni diferenciaci a mutaci K27M
v genech pro histon 3 (H3F3A nebo HIS-
T1H3B/C). Vyskytuje se Casté&ji v détském
véku, mlze vsak postihovat i dospélé.
Typicky postihuje stfedocarové struk-
tury, tj. mozkovy kmen, thalamus nebo
michu, postizeni mozecku je vzacné. Di-
fazni stfedocarové gliomy, H3 K27M-
-mutované se vyznacuji nepfiznivou
prognézou a jsou klasifikovany jako
WHO G IV gliomy bez ohledu na mor-

fologicky stanoveny histopatologicky
grade (obr. 4) [7,26].

V diagnostice je vyuzivan imunohis-
tochemicky prikaz mutace pfi pouziti
mutacné-specifické a vysoce senzitivni
protilatky proti K27M-mutovanému his-
tonu 3 s prlkaznou jadernou poziti-
vitou v K27M-mutovanych nadorech.
V pfipadé nejednoznacného vysledku
imunohistochemického vysetfeni pred-
métné mutace je pro prikaz mutace
H3 K27M indikovéna sekvenace genu
H3F3A, pfipadné gend HISTTH3B nebo
HIST1H3C, které jsou mutovany méné
Casto [28].

Klasifikace nddorti CNS WHO 2016 ne-
spravné uvadi, Ze mutace H3 K27M se
vyskytuji vyhradné v diftznich stfedo-

carovych gliomech, recentné viak byly
tyto mutace prokazany i v jinych ty-
pech mozkovych nadord, napt. v epen-
dymomu, gangliogliomu, pilocytarnim
astrocytomu ¢i pediatrickych difaznich
astrocytomech. Klinicky prognosticky
vyznam mutaci v genech pro histon
3 neni v téchto typech nadorl na roz-
dil od difuzniho stredocarového gliomu
H3 K27-mutovaného znam [7,29,30].
Vzhledem k vy3e uvedenym recent-
nim zjisténim je v souladu s doporuce-
nim cIMPACT-NOW diagnéza difuzniho
stfedocarového gliomu H3K27M-mu-
tovaného vyhrazena pouze pro nadory
ve stfedocarové lokalizaci, s difuznim
infiltrativnim typem rdstu a mutacemi
H3K27M a nelze ji aplikovat na jiné na-
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Obr. 4. Difuzni stfedocarovy gliom, WHO G IV, H3-K27 mutovany.
A) Hypercelularni proliferace atypickych glidlnich bunék s briskni mitotickou aktivitou.

B) Imunohistochemické vysetreni IDH1-R132H s negativni reakci vylucujici mutaci R132 v genu IDHT.
C) Imunohistochemické vysetfeni ATRX s wildtype nuklearni expresi ATRX.
D) Imunohistochemické vysetfeni p53 s wildtype nuklearni expresi p53.
A) Hematoxylin-eozin, A-D) ptivodni zvétseni 200x.

dory, u nichz tato mutace byla rovnéz
identifikovana [7].

Aplikace terminti,,NOS” a, NEC"

v integrované diagnostice
diftznich gliomu

Klasifikace nadort CNS WHO 2016 apli-
kuje diagnostické oznaceni nadorové
jednotky jako ,NOS (Not Otherwise Spe-
cified)” pro pripady, kdy nebylo prove-
deno piislusné molekularné genetické
vysetfeni umoziujici zafazeni jednotky
do pfisludné kategorie integrované dia-
gnozy, i pro pripady, kdy toto vysetieni
provedeno bylo, ziskané vysledky viak
nebyly konkluzivni, diagnostické gene-

tické alterace nebyly prokazény a neu-
moznily zafazeni do definované katego-
rie integrované diagnostiky [1].

Dle doporuceni cIMPACT-NOW by
oznaceni ,NOS” mélo byt vyhrazeno
pouze pro pfipady, kdy diagnostické in-
formace (morfologické ¢i molekularni)
nutné pro zafazeni do pfislusené defino-
vané kategorie integrované diagnostiky
nejsou dostupné, a nové predstavuje ka-
tegorii ,NEC (Not Elsewhere Classified)”
vyhrazenou pro nadory, u nichz kom-
plexni histologické, imunohistoche-
mické i genetické vysetfeni bylo v sou-
ladu s guidelines provedeno, ale ziskané
vysledky neumoznuji pfesné zarazeni

do akceptované a definované jednotky
dle platné klasifikace nadord CNS WHO
20176. V téchto pfipadech je nutné vyu-
Ziti popisné diagndzy, specifikujici mor-
fologii, histopatologicky grade a proka-
zany molekuldrni profil nadoru [27].

Zaveér

Revidovand WHO klasifikace nadord
CNS 2016 zasadnim zpUlsobem restruk-
turalizuje klasifikaci gliomu a jako prvni
integruje molekularni znaky do dia-
gnostiky difuznich gliomu definovanych
nejen na zakladé konvencnich histopa-
tologickych nélezl a imunofenotypu, ale
i pfislusnych molekularnich biomarkerd.
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Nutnost podrobnéjsi klasifikace difuz-
nich gliom vychazi zejména ze skutec-
nosti, Ze nadory obdobné morfologie
v sobé zahrnuji heterogenni jednotky,
které se vyznamné lisi svoji molekularni
patogenezou, biologickym chovanim,
progndézou i odpovédi na terapii. Inte-
grovana diagnostika tedy nejen zpres-

nuje diagnostiku, ale pfindsi i vyznamné
informace prognostického a prediktiv-
niho charakteru s vyuzitim v klinickém
managementu neuroonkologickych pa-
cientd a individualizované [é¢bé nador(
CNS.
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