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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,
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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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