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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 zobrazuji detekci mutace v genu IDH1 (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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