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Standardy molekularné-patologického testovani se s patym vydanim WHO klasifi-
kace nadorl centralniho nervového systému razantné méni. Vyznamnou zménou
je zapojeni molekularné genetického testovani a vyuzivani komplexniho pfistupu
v diagnostice. Nékteré typy nador(i pro své spravné zafazeni vyzaduji vysetieni
molekularniho profilu. Nej¢astéji jde o vysetreni jednonukleotidovych mutaci, de-
spektrum zaloZené na histopatologickém a imunohistochemickém zhodnoceni.
Vyuzivaji se molekularni metody, jako je PCR, Sangerovo sekvenovani, I-FISH, MLPA
a/nebo NGS. Zcela zdsadni je pro diagnostiku Gzka spoluprace vysettujiciho neuro-
patologa, molekuldrniho genetika a neuroonkologa, bez niz maze dojit nespravné
uzitymi postupy k vyznamnému poskozeni pacienta.

Kli¢ova slova: nadory CNS, WHO klasifikace, molekularni patologie.

Current standards for molecular pathological testing of central nervous
system tumours

The standards of molecular-pathological testing are transforming with the fifth edi-
tion of the WHO classification of central nervous system tumors. A significant change
involves incorporating molecular genetic testing and adopting a comprehensive diag-
nostic approach. Certain tumors require examining the molecular profile for accurate
classification, typically analyzing single nucleotide variants, deletions, codeletions,
fusions, or methylation. Molecular methods extend the diagnostic spectrum beyond
histopathological and immunohistochemical assessments, using techniques like PCR,
Sanger sequencing, I-FISH, MLPA, and/or NGS. Collaboration among neuropatholo-
gists, molecular geneticists, and neurooncologists is crucial for accurate diagnosis
and preventing potential harm to patients.

Key words: CNS Tumors, WHO classification, molecular pathology.

Soucasné standardy molekuldrné-
patologického testovani nadora centralniho
nervového systému (CNS) se opiraji o nejno-
véjsi paté vydani WHO klasifikace nadori CNS
(WHO Classification of Tumours Editorial Board,
2021). Vyznamnou zménou oproti pfedchozi-
mu vydani je zapojeni molekularniho profilo-
véani nadord. V soucasné dobé standardni vy-
Setfeni vzorku zahrnuje zdkladni diagnostické

pfistupy zalozené na mikromorfologii, imuno-
histochemii a nové integruje metody moleku-
larni vyuzivajici analyzu nukleovych kyselin
pfimo do diferencialné diagnostického proce-
su. Molekuldrnizmény maji nejen diagnosticky,
ale i prognosticky a prediktivni vyznam pro
naslednou cilenou terapii (Louis et al., 2021).
Pro komplexni diagnostiku nador CNS
je zapotrebi v prvni fadé histopatologické
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Obr. 1.

SOUCASNE STANDARDY MOLEKULARNE-PATOLOGICKEHO

. R4 A
PR S /29 T
o

s Ve T i
v W05k

e

Negativita (A) imunohistochemického prikazu IDHT R132H u glioblastomu. Pozitivni (B) imunohistochemicky

prukaz IDHT R132H u IDH mutovaného glioblastomu. Pivodni zvétseni 200x

Obr. 2. Mutacné specifické PCR, detekce mutace v genu BRAF p.V600E
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Naobrdzkuje zobrazen vysledek mutacné specifického PCR pro detekcimutace v genu BRAF, p.V600E (NM_004333.6:
C.1799T>A). PCR produkty jsou detekovdny pomoci ¢ipové elektroforézy na pristroji 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara). Pro kazdy vzorek probihaji dvé reakce. Vzorky 1-4 jsou amplifikovdny s primery BRAF bez
mutace (wild type: wt), slouzijako kontrola amplifikace a kontrola piitomnosti wtBRAF. Vzorek 1: pacient, vzorek 2: po-
zitivni kontrola BRAF p.V60OE, vzorek 3: wt BRAF kontrola, vzorek 4: negativni kontrola (voda). Vzorky 5-8 jsou am-
plifikovdny s mutacné specifickymi primery pro mutaci p.V600E. Vzorek 5: pacient — amplifikace s mutacné speci-
fickym primerem znamend pritomnost dané mutace, vzorek 6: pozitivni kontrola mutacni, vzorek 7: kontrola wt,

vzorek 8: negativni kontrola (voda)

zhodnoceni tkdné s imunohistochemickym
prikazem molekul oziejmujici histogenezi
(napt. GFAP jako marker astrocytarni diferen-
ciace). Metodu nepfimé imunohistochemie
Ize vyuzit nejen k detekci dalsich dalezitych
markerl (proliferacni index méreny Ki-67,
exprese proteinu p53 a podobné), ale i ke
stanoveni expresniho statutu specifického
mutovaného proteinu, napf. standardizova-
na protiladtka k detekci mutovaného protei-
nu IDH1 (izocitratdehydrogendaza 1) R132H
(Anti-Human IDH1 R132H Mysi monoklo-
nalni protildtka klon H09 (Obr. 1). Vyhodou
imunohistochemického prukazu je rychlost
vysetfeni, lokalizace proteinu a cenova/

pristrojova nendroc¢nost. Na zdkladé indi-
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kace patologa/onkologa probiha nésledné

molekuldrné-patologické vysetieni, které se

lisi dle zmény, kterou je zapotiebi prokazat,

a detekenim limitem jednotlivych metod. Lze

vyuzit molekuldrni vy3etieni na drovni DNA,

RNA, pfipadné metylace DNA.

Strategie molekuldrniho testovani:

B analyza gent IDH: IDH1/IDH2 (geny pro
izocitratdehydrogenazu),

B uIDH mutovanych gliomi analyza kode-
lece 1p/19q,

B uIDH mutovanych bez kodelece muta¢ni
analyza v genu ATRX, spole¢né s posouze-
nim mutace v genu TP53,

B u IDH mutovanych astrocytom analyza
homozygotni delece CDKN2A/ CDKNZ2B,

/ Neurol. praxi.

HLAVNITEMA (
ESTOVANTNADORU CENTRALNIHO NERVOVEH( :

B uglioblastomt bez mutace v IDH vysetie-
ni metylace promotoru MGMT,

B vysetfeni mutace promotoru genu TERT
(oligodendrogliomy a glioblastomy bez
mutace v IDH),

m  difuzni gliomy bez IDH mutace grade 2-3,
vysetfeni zisku chromozomu 7 a ztraty
chromozomu 10 (+7/-10), amplifikace genu
EGFR a mutace promotoru TERT (urleni
diagnézy IDHWT GBM, WHO grade 4),

B vysetieni mutace histonu H3F3A p. K27
u stredocarovych gliomd,

B testovani mutace histonu H3F3A p. G34,
genu MYBLI1, genu FGFR1 u déti a mladych
dospélych pacientli bezmutace v genu IDH,

B testovani mutace v genu BRAF (cilend te-
rapie),

B prOkaz fuzi specifickych pro dany
subtyp CNS tumoru: ZFTA:Cllorf95,
KIAA1549:BRAF atd.

(upraveno dle: KDP [online]. Praha: UZIS
CR, 2020 [cit. 2023-12-21]. Dostupné z: https:/
kdp.uzis.cz). Vice se strategii molekularniho
testovani nadord CNS vénuje dalsi ¢lanek to-
hoto ¢isla (Svajdler et al., 2024).

Pfed kazdym molekularnim vysetfenim je
nutné urcit procentudlni zastoupeni nadoro-
vych bunék ve vzorku biopsie, kterou prove-
de patolog. Uzka spoluprace mezi laboratofi
(molekuldrnim biologem/genetikem) a vy-
Setfujicim patologem je stéZejni pro sprav-
nou indikaci vysetieni, vybér optimalni tkané
a molekuldrni metodiky. Bez této uzké spo-
luprace mlze dochézet ke zcela zavadéjicim
vysledkim (vysetfovani nenadorové tkané ci
metastaz extrakranidlnich naddord v mozkové
tkani), které v kone¢ném dusledku mizou
vést k zavaznému poskozeni pacienta. Dle
5. revize nadorl CNS je rovnéz jednim z indi-
kacnich kritérii podrobnéjsiho molekularné-
-patologického vysetfovani vék pacienta. Sice
je arbitrarné stanoven vék 55 let, ale nejde jen
o absolutni ¢islo, vzdy je tfeba vzit v ivahu
biologicky stav nemocného, jeho klinicky stav
a perspektivu. Z toho plyne uzka spoluprace
s osetfujicim neuroonkologem v ramci neu-
roonkologického multidisciplindrniho tymu.

V pfipadé detekce velkych deleci, kodele-
ci, amplifikaci (celych gend, piipadné oblasti
na chromozomu) vyuzivdme fluorescencni
in situ hybridizaci na interfaznich jadrech
(I-FISH), kdy vy3setfujeme pfimo DNA v jadfe
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ve formolem fixované a do parafinu zalité
(FFPE) tkédné. Typickym piikladem je kodelece
oblasti 1p/19q, ktera je pfitomna u oligoden-
drogliom(. Také je mozné hodnotit zmény
poctu chromozomdl, jako napf. trizomie chro-
mozomu 7, 10 u glioblastomd bez mutace
v genu IDH1/IDH2.

Néasledné metody vyuzivaji analyzu
izolatu nukleovych kyselin ze tkani, kdy je
nutné v prvni fadé znat stupen degradace
izolované nukleové kyseliny z fixované tkdné
a procentudlni zastoupeni nddorovych bunék.
Doporucuje se fixovat tkan bud zmrazenim,
nebo fixovat v alkoholu (40 a vice procent-
nim) ¢i pufrovaném formolu. Pro detekci
mutaci typu jednonukleotidové zdmény ¢i
malé delece nebo inzerce se vyuzivd me-
toda mutacné specifického PCR, pfipadné
Sangerovo (pfimé) sekvenovani. Mutacné
specifické PCR se vyziva k prikazu speci-
fickych mutaci, napf. mutace v genu BRAF
(p. V60OE (NM_004333.6: ¢.1799 T>A) s cit-
livosti kolem 1 % (Obr. 2). Sangerovo sek-
venovani je vhodné pro sekvenovani jaké-
hokoliv genu, nicméné je nutné mit v tkani
pfitomno minimalné 15-20 % nadorovych

elementl. Sangerovo sekvenovani u nado-
ra CNS vyuzivame k detekci mutaci v genu
IDHT a IDH2 (IDH mutované tumory (Obr. 3))
tam, kde je IDH1 imuhohistochemicky nega-
tivni, pfipadné je nutné potvrzeniinterpre-
tace nalezu. Mutace v promotorové oblasti
genu TERT neni tumorové specificka pro
astrocytarni nadory, mizeme ji detekovat
u oligodendrogliomd, glioblastom( a me-
ningeomu. V diagnostice meduloblastoma
a uréeni jejich podtypl napomaha vysetieni
mutace v genu CTNNBT (WNT aktivovany).
U pediatrickych pacient( se v ramci diagnos-
tiky high-grade gliom( (HGG) specificky vy-
Setfuji mutace v genech koédujicich histony
H3 (H3F3A), mutace p. K27, ptipadné p. G34,
vysetfovani détskych nadorl CNS je pred-
métem jiného ¢lanku tohoto specialniho ¢isla
(Koblizek et al., 2024).

Metodika NGS (,next generation sequen-
cing”) je stéle Castéji vyuzivana v ramci tes-
tovani somatickych variant nddorové tkané.
Dnesni metody umoznuji testovani az celych
genoml, z pohledu diagnostiky nadora je
viak celogenomové nebo i celoexomové se-
kvenovani nevyhodné. Sekvenovani genoma

Obr. 3. Sangerovo sekvenovdni a NGS, detekce mutace v genu IDH1 p.R132H

nebo celych exom0 generuje velké mnozstvi
dat, z nichz velkd vétsina neni pro diagnostiku
vyznamna. Tak velké mnozstvi dat je zna¢né
naro¢né pro naslednou analyzu, a pfede-
v$im interpretaci nalezenych variant, coz
prodluzuje cely proces. Proto je pro dia-
gnostiku somatickych variant dnes nejvice
vyuzivano cilené sekvenovani panell gent,
které jsou spjaty s diagnostikou, prognézou
a cilenou terapii nddorovych onemocnéni.
Pro samotnou metodiku je dilezité mit DNA
v dostatecné kvalité i kvantité, coz muze
byt nékdy problematické u FFPE vzork.
Kvalita i kvantita DNA se ovéfuje hned né-
kolikrat béhem procesu ptipravy vzorku. Pro
samotnou interpretaci nalezenych variant se
uplatiiuje nékolik kritérii, kdy se v potaz
berou varianty jen s dostate¢nym poctem
sekvenacniho ¢teni, které danou variantu
obsahuji, a dostate¢né celkové procentu-
alni zastoupeni dané varianty (nejcastéji
se toto rozmezi pohybuje od 100 do 300
¢teni a minimalné 3-5 % pro kazdou va-
riantu). Nicméné metodika NGS umozni
nejen detekci variant, ale dava i informaci
o alelové frekvenci dané varianty. Metodou
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Obrdzky A-C Zobrazw/ detekci mutace v genu IDHT (NM_005896.4):c.395G>A, p.(Arg132His). Na obrdzcich A, B jsou zobrazeny sekvenogramy ziskané Sangerovym sekveno-
vdnim. Mutace je zobrazena cervenou Sipkou ve ,forward” (A) i ,reverse” (B) sekvenci. Obrdzek C ukazuje danou mutaci ziskanou pomoci metody NGS a vizualizovanou pro-
gramem IGV (Thorvaldsdéttir et al,, 2013). V daném misté (zndzornéném cervenou Sipkou) jsou zobrazena jednotlivd cteni, kde Ize vidét bdze odpovidajici wild type (G) i mu-
tované (A) sekvenci. Ve vsech pripadech je sledovand sekvence zarovndna k referencni sekvenci, kterd je na obrdzku C zobrazena v dolni cdsti
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Tab. 1. Tabulka klicovych gen’ a molekuldrnich profilt u primdrnich nddord CNS

Typ tumoru

Geny/charakteristicky alterované molekularni
profily?

astrocytom, IDH mutovany

IDH1, IDH2, ATRX, TP53, CDKN2A/B

oligodendrogliom, IDH mutovany

IDH1, IDH2, 1p/19q, TERT promotor, CIC, FUBPT,

s kodeleci 1p/19q NOTCH1

glioblastom, IDH wildtype IDH-wildtype, TERT promotor, chromozomy 7/10, EGFR
difuzni astrocytom, MYB nebo MYBL1 alterovany | MYB, MYBL1

angiocentricky gliom MYB

polymorfni low-grade neuroepitelialnf
tumor mladych

BRAF, FGFR rodina

difuzni low-grade gliom, MAPK draha alterovany

FGFR, BRAF

difuzni stfedocarovy gliom, H3 K27 alterovany

H3 K27, TP53, ACVR1, PDGFRA, EGFR, EZHIP

difuzni hemisfericky gliom, H3 G34 mutovany

H3 G34, TP53, ATRX

difuzni high grade gliom pediatrického typu, H3
wildtype, IDH wildtype

IDH wildtype, H3 wildtype, PDGFRA, MYCN, EGFR,
metylom

hemisfericky gliom infantniho typu

NTRK rodina, ALK, ROS, MET

pilocyticky astrocytom

KIAA1549:BRAF, BRAF, NF1

high grade astrocytom s piloidnimi rysy

BRAF, NF1, ATRX, CDKN2A/B, metylom

pleomorfni xantoastrocytom

BRAF, CDKN2A/B

subependymadlni velkobunécny astrocytom TSC1, TSC2
chordoidni gliom PRKCA
astroblastom, MN1 alterovany MN1
ganglionicky tumor BRAF
dysembryoplasticky neuroepitelidIni tumor FGFR1

difuzni glioneurdIni tumor s oligoneurogliomu
podobnymi rysy a jadernymi shluky

chromozom 14, metylom

papildrnf glioneurdini tumor PRKCA

glioneuraIni tumor s rozetami FGFRT, PIK3CA, NF1
myxoidni glioneurdlni tumor PDGFRA

difuzni leptomeningedlni glioneuralni tumor KIAA1549:BRAF, 1p, metylom
multinodularni a vakuolizujici neurdIni tumor MAPK dréha

dysplasticky cerebralni gangliocytom PTEN

extraventrikuldrni neurocytom

FGFR (FGFR1:TACC1), metylom

supratentoridlni ependymom

ZFTA, RELA, YAPT, MAML2

ependymom zadnf jamy

H3 K27me3, EZHIP, metylom

spinalni ependymom

NF2, MYCN

meduloblastom, WNT aktivovany

CTNNBT, APC

meduloblastom, SHH aktivovany

TP53, PTCHT, SUFU, SMO, MYCN, GLI2, metylom

meduloblastom, non WNT/non-SHH

MYC, MYCN, PRDM6, KDM6A, metylom

atypicky teratoidni/rhabdoidni tumor

SMARCBT, SMARCA4

embryondIni tumor s vicevrstvymi rozetami

C19MC, DICER1

SMARCBT mutovany

CNS neuroblastom, FOXR2 aktivovany FOXR2
CNS tumor s BCOR interni tandemovou duplikaci | BCOR
desmoplasticky myxoidni tumor pinedinf oblasti, | SMARCB1

meningiom

NF2, AKT1, TRAF7, SMO, PIK3CA, KLF4, SMARCET, BAP1,
H3K27me3, TERT promotor, CDKN2A/B

solitarni fibrézni tumor

NAB2:STAT6

meningedini melanocyticky tumor

NRAS, GNAQ, GNAT1, PLCB4, CYSLTR2

Neékteré z vyse zminénych gend a jejich zmény jsou ddleZité pfimo pro urceni &i zpresnéni diagndzy, zatimco jiné
jsou casto alterované u dané diagndzy, ale nejsou esencidini pro urceni diagndzy.

2V tomto sloupci jsou nejprve fazeny geny, které jsou dulezité pro urceni diagnczy. Vétsina typl nddord nese spe-
cificky metylacni profil, avsak ,metylom” je v tomto sloupci uvedeno pouze u typd, u kterych je jeho testovdni du-
leZité pfi stanoven( diagndzy Ci roziazeni do subtypu. H3 je tu oznacena genovd roding, do které spadaji prede-

vsim geny H3F3A a HISTIH3B (Louis et al., 2021; upraveno).

tedy mGzeme detekovat i pfipadné subklony
nadorového onemocnéni. Reportuji se va-
rianty/mutace s klasifikaci patogenni, prav-
dépodobné patogenni a varianty nejasného
vyznamu (Li et al., 2017). Na obrézku 3 jsou
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vizualizovany vysledky metod Sangerova se-
kvenovani a NGS genu IDH1.

Pro detekci genovych fuzi je zapotiebi
v prvnim kroku izolovat RNA ze vzorku tka-
né a ovérit jeji kvalitu. Nasleduje bud' RT-

\RNE-PATOLOGICKEHO TESTC
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-PCR k detekci specifické fuze (napf. fuze
ZFTA:C110rf95, YAP1:MAMLD1 specifické pro
ependymomy, KIAA1549:BRAF pro pilocyticky
astrocytom a difuzni leptomeningealni glio-
neuralni tumor), nebo se vyuzivd metodika
NGS pro identifikaci fuzi pfi zapojeni alespon
jednoho genu ve fuzi v cileném NGS panelu.
RNA NGS se vyuziva k detekci fuzi v rGznych
exonech vysetfovaného genu, k hodnoceni
exon ,skippingu” a hladin exprese, napt. Ize
vyuzit Archer FusionPlex NGS panely (Archer/
Invitae, Boulder, USA) (Archer FUSIONPlex Pan
Solid Tumor v2 panel [online], cit. 21. 12. 2023).

Dalsi metodou, kterd umoznuje hodno-
ceni poctu kopii genu nebo oblasti DNA (de-
tekce deleci, duplikaci, CNV - ,copy number
variation”), je MLPA (,multiplex ligation probe
amplification”). Na rozdil od metody I-FISH
se touto metodou vysetiuje jiz izolovana
DNA. Vyhodou je moznost multiplexni re-
akce, kdy se mlze soucasné analyzovat az
60 cild v genomu. Limitaci metody pro ana-
lyzu nddorové tkané je nutnost mit alespon
50 % nadorovych bunék ve vySetfovaném
materidlu. Pomoci metody MLPA je mozné
detekovat CNV (napt. PDGFRA 4q12, EGFR
7p11.2, CDKN2A 9p21.3), ale i bodové mutace
(napt. BRAF-IDH1-IDH2) nebo metylaci po-
moci metyla¢né specifické MLPA (MS-MLPA)
(https://www.mrcholland.com/ [online], cit.
19.12. 2023; Schouten et al., 2002).

V rdmci diagnostiky a [é¢ebné strategie
se u nadord CNS rozviji metylacni analyza.
Pfinosna muze byt informace o metylaci
urcitych lokusd (napf. metylace promoto-
ru genu MGMT) nebo komplexni metylace
dané tkané (tzv. metylacni profil). Pro de-
tekci metylace specifickych lokust DNA se
muUze vyuzivat metyla¢né specifickad PCR
(kvalitativni metoda) nebo metyla¢né sen-
zitivni MLPA (MS-MLPA; semi-kvantitativni
metoda). Na trhu existuje napf. komer¢-
né dostupny kit MS-MLPA (MRC Holland,
Amsterdam, Netherlands) pro detekci me-
tylace promotoru genu MGMT a bodovych
mutaci v genech IDHT (p. R132H=c.395G>A
a p. R132C=c.394C>T) a IDH2 (p. R172K=c.5
15G>A a p. R172M=c.515G>T) v jedné reakci,
coz predstavuje zajimavé fedeni pro rychly
kombinovany screening danych prediktivnich
genu (https://www.mrcholland.com/ [online],
cit 19.12.2023).
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Pokud chceme ziskat metylacni profil na-
dorové léze, pak je nutné vyuzit komplexnéjsich
technik, jako je DNA metyla¢ni ,array” (Illumina,
San Diego, CA, USA). Jedna se o robustni kom-
plexni technologii, kterou Ize vyuzit i pro vzorky
s nizsi kvalitou DNA (FFPE vzorky), cozZ je nespor-
na vyhoda v diagnostice CNS nadord. Optimalni
zastoupeni nddorovych bunék pro tuto metodu
je>70% (Capper et al., 2018; Serrano et Snuderl,
2018). K naslednému zarazeni nadord CNS do ty-
pu a subtypt dle metyla¢niho profilu se vyuziva
klasifikator Brain classifier verze 12.8 dostupny
z https://www.molecularneuropathology.org.
Metylacni profil u nddorovych onemocnéni ma-
ze odhalit i vzacné subtypy onemocnéni a je tak
dalsim dilkem do mozaiky integrované diagnézy
(Capper et al., 2018; https://www.molecularneuro-
pathology.org/[online], cit 19. 12. 2023.
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