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Specifika biologie glidlnich nadori vysokého stupné malignity détského véku
Abstrakt

Néadory centralniho nervového systému predstavuji nejcastéjsi malignitu z fad solidnich tumort
détského veku, pricemzZ gliomy vysokého stupné malignity tvofi jednu z nejagresivnéjSich
podskupin. Pfes pokrok v détské onkologii zistava prognoza déti s gliomy vysokého stupné
malignity nepfiznivd, coz podtrhuje potfebu hlubsiho pochopeni jejich biologie a vyvoje
novych terapeutickych postupti. Diagnostika détskych nadorii centralniho nervového systému
je komplexni a zahrnuje klinické, radiologické a patologické vySetfeni, vCetné nejnovéjSich
molekuldrné biologickych technik, které hraji klicovou roli v ptesné klasifikaci a progndze.
WHO Kklasifikace nadori centralniho nervového systému z roku 2021 piedstavuje vice nez 100
histopatologickych jednotek, s vyznamnym roz§ifenim znalosti o molekularnich
charakteristikach vcetné genetickych a epigenetickych alteracich. Tato disertacni prace se
zaméiuje na komplexni molekularni charakterizaci kohorty détskych pacientti s gliomy
vysokého stupné malignity, identifikaci klicovych onkogennich mutaci, sekundéarnich alteraci
a methylacnich tfid s cilem identifikace novych terapeutickych cilii. Byla provedena detailni
analyza molekularnich, radiologickych a klinickych charakteristik radioterapii indukovanych
gliomt, které predstavuji vyznamny pozdni nasledek radioterapie a jsou soucasti kohorty
gliomii vysokého stupn€ malignity. Vyznamnym piinosem prace je zdlraznéni heterogenity
gliomti vysokého stupné malignity u déti a odhaleni specifickych molekularné biologickych
vzorci, které mohou slouzit jako potencidlni terapeutické cile. Detailni molekularni
charakterizace radioterapii indukovanych gliomti dale poskytla dtlezité¢ informace pro odliSeni
téchto nddord od primarnich gliomi vysokého stupné malignity a recidiv primarniho
onemocnéni. Prace tak pfindsi nové poznatky o molekuldrni patogenezi détskych gliomi
vysokého stupné malignity, podtrhuje vyznam integrace histopatologickych, molekuldrné
genetickych a radiologickych dat pro pfesnou diagnostiku a vybér optimalni terapie, a

naznacuje smery budouciho vyzkumu v oblasti détské neuroonkologie.

Kli¢ova slova

nadory centralniho nervového systému (CNS), gliomy vysokého stupné malignity (HGG),
radioterapii indukované gliomy (RIG), molekularné biologickd charakterizace, WHO

klasifikace nadortt CNS, onkogenni mutace, cilena terapie



Different biological characteristics of high-grade gliomas in children
Abstract

Central nervous system tumors represent the most common solid tumor malignancy of
childhood, with high-grade gliomas forming one of the most aggressive subgroups. Despite
advances in pediatric oncology, the prognosis of children with high-grade gliomas remains
unfavorable, underscoring the need for a deeper understanding of their biology and the
development of new therapeutic approaches. The diagnosis of pediatric central nervous system
tumors is complex and involves clinical, radiological and pathological investigations, including
the latest molecular biological techniques, which play a key role in accurate classification and
prognosis. The 2021 WHO classification of central nervous system tumors represents more than
100 histopathological entities, with significant expansion of knowledge on molecular
characteristics including genetic and epigenetic alterations. This dissertation focuses on a
comprehensive molecular characterization of a cohort of pediatric patients with high-grade
gliomas, identifying key oncogenic mutations, secondary alterations and methylation classes
with the aim of identifying novel therapeutic targets. A detailed analysis of the molecular,
radiological and clinical characteristics of radiotherapy-induced gliomas that represent a
significant late sequela of radiotherapy and are part of a cohort of high-grade gliomas was
performed. A major contribution of this work is to highlight the heterogeneity of high-grade
gliomas in children and to reveal specific molecular biological patterns that may serve as
potential therapeutic targets. Furthermore, the detailed molecular characterization of
radiotherapy-induced gliomas has provided important information to differentiate these tumors
from primary high-grade gliomas and recurrences of primary disease. Thus, this work provides
new insights into the molecular pathogenesis of high-grade pediatric gliomas, highlights the
importance of integrating histopathological, molecular-genetic and radiological data for
accurate diagnosis and selection of optimal therapy, and suggests directions for future research

in pediatric neuro-oncology.

Key words

central nervous system (CNS) tumors, high grade gliomas (HGG), radiotherapy induced
gliomas (RIG), molecular biological characterization, WHO classification of CNS tumors,

oncogenic mutations, targeted therapy



Seznam pouzitych zkratek

ALL — akutni lymfoblasticka leukémie

AT/RT — atypicky teratoidni/rhabdoidni tumor

CAR-T-T lymfocyty s chimerickym antigennim receptorem

CMMRD - syndrom konstitutivniho deficitu genli mismatch opravy

CNS — centralni nervovy systém

CT — vypocetni tomografie

CNV — zmény poctu kopii

DIPG — diftzni intrinsicky pontinni gliom

DMG - difazni stfedocarovy gliom

ETMR — embryondlni tumor s mnohovrstevnatymi rozetami

HGG — high-grade gliomy, gliomy vysokého stupné malignity

H3 — Histon 3

LGG — low-grade gliomy, gliomy nizkého stupné malignity

MAPK — mitogenem aktivované proteinkinazy

MRI — zobrazeni magnetickou rezonanci

NF1 — neurofibromatéza typ 1, NF2 — neurofibromatoza typ 2

PA — pilocyticky astrocytom

pedHGG_MYCN — ,Diffuse paediatric-type high grade glioma, MYCN subtype*
pedHGG_RTKI1 — ,.Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype*
pedHGG_RTK2 —, Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subtype*
PXA — pleomorfni xantoastrocytom

RIG — radioterapii indukovany gliom/gliomy

TME — tumor6zni mikroprostiedi

WHO - svétova zdravotnicka organizace
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1 Uvod

1.1 Nadory CNS détského véku

Néadory centralniho nervového systému (CNS) jsou po akutnich lymfoblastickych leukémiich
(ALL) druhymi nejcastéjS$imi malignitami vyskytujicimi se v détském veku. Zaroven se jedna
o nejc¢astéjSi nadorova solidni onemocnéni v této v€kové skupiné s incidenci 6,14 na 100 000
rocné.(Ostrom et al. 2020) Bohuzel je to zaroven skupina onemocnéni, kterd je navzdory
intenzivnimu vyzkumu a pokroku v détské onkologii zatizena nejvétsi letalitou. Nadory mozku
a michy tvofi velmi diverzni a Sirokou skupinu, kterd se predevsim diky novym molekularné
biologickym poznatkiim prospektivné stale rozsifuje. Sou¢asnd WHO klasifikace z roku 2021
(5.edice) nyni obsahuje vice nez 100 histopatologickych jednotek nadord CNS. Nase poznani
ve smyslu plivodu, pfi¢in a vyvoje téchto onemocnéni se diky vyuziti ,,omik* stle

roz§ituje.(Ostrom, Francis, and Barnholtz-Sloan 2021)

1.2 Rizikové faktory

Navzdory velkému pokroku v molekuldrné biologickém poznéni se o rizikovych faktorech,
které se podileji na rozvoji nddorovych onemocnéni CNS u déti, vi zatim jen malo. Vyzkumu
bylo podrobeno mnoho jak environmentélnich, tak genetickych faktort, mezi kterymi by mohl
byt nalezen ten klicovy pro rozvoj u vétSiny tumort CNS. Bohuzel Zadny takto jednoznacny
nebyl dosud identifikovan.(Ostrom et al. 2019) Popsany jsou dosud dva zasadni faktory, a to
jsou vrozené genetické predispozice a expozice radiacnimu zateni. Ukazuje se, Ze expozice
radiatnimu zafeni je u déti rizikovéjSi neZ u dospélych zejména na zdklad€ vyssi
radiosenzitivity a del§i dobé Zivota, béhem které mohou rozvinout takto indukovanou

malignitu.(Kleinerman 2006)

Vrozené genetické predispozice byly identifikovany u zhruba 4 % détskych pifipadi nadora
CNS. Mezi nejvyznamnéjsi genetické syndromy patii v tomto piipadé Neurofibromatédza 1. a
2. typu (NF1, NF2),Tuber6zni skler6za, Gorlintiv syndrom, Syndrom Li-Fraumeni, Syndrom
konstitutivniho deficitu genti mismatch opravy (CMMRD) a DICER1 syndrom.(Ostrom et al.
2019) I ptesto, Ze se jednd o velmi vzacné genetické predispozice, hraji vyznamnou roli
v managementu 1é€by nadortt CNS u déti. Jejich identifikace je nutna pro spravnou volbu lécby
u pacienta, at’ uz ve smyslu cilené 1é¢by, kterd je podminéna nalezem pfislusné genetické
alterace, ¢i s ohledem na toxicitu lécby, kterd mize byt u danych genetickych syndromi

vyznamné vys$i. Dulezitym faktorem je také dalsi surveillance pacienta s ohledem na Casnou



detekci dalSich onemocnéni, kterd mohou byt s danou genetickou predispozici spjata. Dilezity
je rovnéz pripadny screening a genetické poradenstvi dalSich rodinnych pfislusnikt.(Broniscer

and Nichols 2018)

1.3 Diagnostika
1.3.1 Klinicky obraz

Stanovit u ditéte prvotni podezieni na nador CNS je klicové, nicméné Casto velmi obtizné.
Prvotni ptfiznaky byvaji Casto zaménovany s béznymi bolestmi hlavy, poruchami chovani,
gastroenteritidou ¢i psychomotorickym opozdénim. Klinicka prezentace nadortt CNS u déti je
velmi riznoroda a pecliva anamnéza spolu s neurologickym vySetfenim jsou klicové kroky ve
vySetieni takového ditéte.(Fleming and Chi 2012) Ptiznaky se odvijeji od postizené casti CNS,
a to pfedevsim v zavislosti na tom, zda se jedna o supratentorialni, infratentorialni nebo misni
oblast. V ptipad¢ infratentorialnich tumort se jedna €asto o projevy zvySeného intrakranialniho
tlaku. Mezi né patii typicky ranni bolesti hlavy, zvraceni a otoky papily zrakového nervu.
Zvyseny nitrolebni tlak mize také byt spojen s parézou hlavovych nervi, které se mohou
projevit Silhanim, dvojitym vidénim, tklonem hlavy. U kojenct miize vést k makrocefalii.
Dramatickym projevem rychle zvySeného intrakranidlniho tlaku mulZe byt nahld porucha
védomi.(Wilne et al. 2007) Dalsimi ptiznaky provazejici 1éze v infratentorialni oblasti mohou
byt parézy hlavovych nervi, poruchy hybnosti, rovnovahy ¢i kmenovych reflexi.(Amid,

Keene, and Johnston 2015)

Jednim z nejcastéjSim z ptiznakl supratentorialnich tumorti byvaji kiece.(Wilne et al. 2007)
Déle to mohou byt rozli¢né poruchy zorného pole, postizeni endokrinnich systémd, poruchy

rustu a chovani.(Amid et al. 2015)

Primarni mis$ni tumory jsou u déti velmi vzacné, tvoii 2 % détskych nadori CNS. V jejich
klinické manifestaci se objevuje nejcastéji bolest zad, senzomotorické postizeni ¢i poruchy

svéract ve smyslu inkontinence i retence.(Amid et al. 2015)

1.3.2 Zobrazovaci metody

Zobrazovaci metody jsou =zasadni v procesu diagnostiky i1 dlouhodobého sledovani

pacienta.(Stein and Ribeiro 2015) Vypocetni tomografie (CT) je vhodna pfi potieb¢ okamzitého
10



a rychlého vySetfeni, je vSak samoziejm¢ spojena s radiologickou zatézi pacienta.
Jednozna¢nou metodou volby pro zobrazeni struktur CNS je magneticka rezonance (MRI). Na
zékladé modernich protokoli MRI jako je spektroskopie ¢i perfuzni sekvence muzeme

specificky nador CNS velmi pfesné definovat jiZ na zacatku diagnostického procesu.

1.3.3 Histopatologické a molekuldrné€ biologické vySetieni

Tradi¢ni histopatologické vySetfeni kombinované s modernimi metodami molekuldrné
biologického vySetfovani jsou nezbytnymi kroky v diagnostice nddorGt CNS. Zisadnim
faktorem v Gspé€Snosti tohoto procesu je centralizace takovych pacienti a jejich vzorkd, které
se dostanou k rukam zkusSenych neuropatologti, kteti jsou zahrnuti do procesu vySetfovani jeste
pied samotnym provedenim biopsie. Nékteré diagnézy mohou byt stanoveny okamzité
s pouzitim zakladniho hematoxylin-eozinového barveni. Naopak mnohdy je tieba vyuzit velmi
detailnich imunohistochemickych, cytogenickych, genetickych a epigenetickych vysetfovacich
nastroji.(Diamandis et al. 2015) Do ¢ela se nyni v neuropatologii dostdva methylacni array,

ktera bude vice spolu popsana v ¢asti Metodika.

1.4 Klasifikace nadora CNS

Nédory CNS jsou velkou lécebnou vyzvou détské onkologie jako takové. K tomuto faktu
pfispiva i faktor jejich velmi velké heterogenity. Ta je zasadni pfedevS§im na molekularné
biologické urovni, na které¢ se mohou histologicky podobné jednotky velmi liSit. Vyvoj na poli
genetiky a epigenetiky pfinasi detailni charakteristiku jednotlivych podskupin nadori, ktera je
zdsadni pro volbu vhodné lécby pacientli a zejména umoznuje pokrok v hledani novych
cilenych terapeutickych postupt.(Pfister, Capper, and Jones 2018) Klasifikace WHO z roku
2021 obsahuje vice nez 100 subtypi nadord CNS. Zdklady se samoziejmé opiraji o
histologickou a imunohistochemickou charakteristiku, ale mnoho novych jednotek je
definovano ¢isté na zédkladé zmén nadorového genomu a methyla¢niho profilu.(Louis et al.
2021) Detailni popis WHO klasifikace nadorit CNS neni predmétem této prace. Velmi obecné

1ze nadory CNS d¢lit na glidlni/glioneuronalni a non-glialni.

v

Mezi non-glidlnimi nédory tvoii v détské neuroonkologii nejvyznamnéjsi jednotku nadory
embryonalni. Znich je klinicky nejvyznamnéj$i skupina meduloblastomu, nej¢astéjsiho
maligniho tumoru CNS détského veéku. Dale se do kategorie embryonalnich nadort fadi ETMR
(embryonalni tumor s mnohovrstevnatymi rozetami) a AT/RT (atypicky teratoidni/rhabdoidni

tumor). Dalsi vyznamné skupiny non-glidlnich nadorti détského véku jsou pineédlni tumory,
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kraniofaryngeom, meningiomy, tumory choroidalniho plexu a dal$i vzacné jednotky jako jsou

lymfomy CNS a germinalni tumory.(Pfister et al. 2018)

Glialni/glioneuronalni nadory lze rozdé&lit na ependymomy (jejichZ blizsi charakteristika neni
predmétem této prace), gliomy nizkého stupné malignity neboli low-grade gliomy (LGG) a
gliomy vysokého stupné malignity neboli high-grade gliomy (HGG). Velmi zjednodusen¢ lze
fici, Ze LGG a HGG se 1isi zejména dle stupné malignity, obé skupiny vSak skryvaji mnoho
molekularné biologickych jednotek, vyznamné odliSnych stran progndzy pacienta a moznosti
1écby. LGG zde budou pouze strucné charakterizovany, jelikoz hlavni pozornost ve zpracovani
této disertatni prace byla vénovana komplexni molekularné biologické a klinické

charakteristice kohorty pacientd s détskymi HGG.

Low-grade gliomy tvoii vice nez 30 % vSech nadortit CNS détského véku a jsou tak nejcastéjSim
neuroonkologickym nadorem u déti viibec.(Ostrom et al. 2015) Histologicky tvofi smiSenou
skupinu glidlnich a glioneurondlnich tumorti, které se vSak velmi 1i§i svymi molekuldrné
biologickymi charakteristikami. Prognosticky se jednd o skupinu pomalu rostoucich, obvykle
nemetastazujicich tumorti nizkého stupné malignity (WHO grade I-II), jejiz jednotky jsou
ovSem spojeny s velmi variabilni progndézou. Pokud je moznéd kompletni resekce, pak je
desetiletd doba pfeziti bez progrese vice nez 85 %.(Wisoff et al. 2011) Naopak u tumorii
resekéné nepiiznivé uloZenych je to méné nez 50 % a pacienti jsou zatiZzeni vyznamnou
morbiditou, kterd mize byt zpiisobena predev§im souvisejicimi endokrinopatiemi, poruchami
vidéni, motorickymi ¢i senzorickymi dysfunkcemi a neurokognitivnim deficitem.(Armstrong
et al. 2009; Bandopadhayay et al. 2014; Manoharan et al. 2023; Merchant et al. 2009) Na rozdil
od histologicky podobnych 1ézi u dospélych, détské LGG ve vétsing piipadi netransformuji do
vysSich stupiitt malignity a zda se, ze pti prechodu do dospélosti jejich rist dokonce
utichne.(Bandopadhayay et al. 2014; Krishnatry et al. 2016) Spole¢nou charakteristikou téchto
nadord je jednordzovy onkogenni zasah, ktery se nachadzi v RAS/MAP kindzové draze. Zhruba
20-30 % LGG je lokalizovanych v priibéhu zrakové drahy s nejvyssi incidenci béhem prvni
dekady zivota. Ackoliv vétSina znich vznikd sporadicky, az u jedné tfetiny pacientd je
diagnostikovana NF1, coZz vedlo 1 kinicidlnimu poznani MAPK alteraci u téchto

pacientt.(Paulsson et al. 2018)

Nejnovéjsi WHO klasifikace nddord CNS klade diraz na integraci histopatologickych a
molekularnich charakteristik LGG s cilem usnadnit jejich diagnostiku. Rozdéluje pediatrické

LGG na tii velké skupiny: “Circumscribed astrocytic gliomas® tzv. ohranicené astrocytarni
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gliomy, “Paediatric-type diffuse low-grade gliomas* tzv. difuzni pediatrické low-grade gliomy

a glioneuronalni low-grade gliomy.(Louis et al. 2021)

Nejcastéji zastoupenymi nadory ze skupiny ohranicenych astrocytarnich gliomt je pilocyticky
astrocytom (PA) a pleomorfni xantoastrocytom (PXA). Pilocyticky astrocytom (WHO grade I)
je nejcastéjSim histologickym typem détskych LGG viibec. Lokalizovan je obvykle v zadni
jamé lebni a v prabéhu optické drahy dale v mozkovych hemisférach a hlubokych
sttedoCarovych strukturach. V podstaté vSechny PA nesou genetickou alteraci v MAPK draze,
zahrnujici mutace genu NF/ (obvykle germinalni), bodové mutace v exonu 15 genu BRAF,
(BRAF V600E), genovou fuzi KIAA1549::BRAF, mutace nebo genové fuze geni KRAS a
FGFRI.(Jones et al. 2013; Khater et al. 2019; Zhang et al. 2013) Pleomorfni xantoastrocytom,
nejcastéji lokalizovany supratentoridlné v oblasti temporalniho laloku, se klinicky u pacient
Casto manifestuje kieCemi.(Ida et al. 2015) Molekuldrné biologicky je charakterizovan
pritomnosti mutace BRAF V600E ¢i1 jinymi alteracemi v MAPK draze a homozygotni deleci v

genu CDKN2A4/B.(Ida et al. 2015; Phillips et al. 2019)

Vyznamnymi zastupci skupiny difuznich pediatrickych low-grade gliomid jsou difazni
astrocytom MYB, MYBLI alterovany a difuzni low-grade gliom s alteraci MAPK drahy.
Angiocentricky gliom (WHO grade 1), lokalizovany obvykle kortikalnég, je charakterizovany
genovou fuzi MYB::QKI ptipadné jinou MYB alteraci.(Louis et al. 2021)

Castym zastupcem skupiny glioneuronalnich tumor u déti a mladych dospélych je
dysembryoplasticky neuroepitelialni tumor WHO grade I, charakteristicky nalezem alterace

v genu FGFRI a gangliogliom WHO grade I, obvykle s pfitomnou alteraci v MAPK draze.

Poznéni genovych alteraci u LGG v RAS/MAPK draze a poznatek, Ze za rozvojem téchto
nadori stoji mutace nebo fuze jednoho genu, piineslo zasadni prilom v 1é¢bée pacienti. Terapie
tyrosinkindzovymi inhibitory — nejcastéji BRAF inhibitory nebo MEK inhibitory jako
Dabrafenib, Trametinib a Selumetinib — je nyni vedle neurochirurgie, chemoterapie a ptipadné
radioterapie standardni soucasti 1écby LGG.(Bouffet et al. 2022; Fangusaro et al. 2021;
Nicolaides et al. 2020; Wright et al. 2020) Navzdory velkému pokroku, ktery se odehrava v
1écbé LGG, zhstava v tomto poli zejména kvuli chronicité ¢asti téchto nddortt mnoho vyzev,

tykajicich se délky podavani 1écby a jejich dlouhodobych nasledkd.
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1.5 Gliomy vysokého stupné malignity u déti

Gliomy vysokého stupné malignity neboli high-grade gliomy (HGG) tvoii zhruba 10 %
détskych nadortt CNS u déti. Bohuzel se zarovei jedna o vysoce agresivni malignitu s nejvyssi
letalitou v détské onkologii viibec. Prognéza dlouhodobého pieziti u téchto pacientil je méné
nez 10 %.(Mackay et al. 2017) To je jeden ze zéasadnich faktori, kvuli kterému se
neuroonkologicky vyzkum wupind k poznani téchto onemocnéni a hledani novych

terapeutickych moznosti.

Vétsinu détskych HGG tvoii primarni HGG, zatimco u dospélych vznikaji casto maligni
transformaci z LGG. Vzacnou, nicméné velmi dalezitou skupinu HGG tvoii tzv. radioterapii
indukované gliomy. Radioterapie v 1é¢b¢ primarniho onemocnéni je prokazatelné jediny vnéjsi
faktor, ktery se na vzniku HGG podili. Radioterapii indukované gliomy mohou vznikat u
ozatenych pacienti s medidnem 9 let od lé€by jejich primarnitho onemocnéni
radioterapii.(Leary, Anderson-Mellies, and Green 2022) Molekularné¢ biologicka
charakteristika radioterapii indukovanych gliomt byla jednim z vyzkumnych cilt této prace a

bude popsana v casti Vysledky.

Historicky byly HGG ve WHO klasifikaci klasifikovany jako anaplasticky astrocytom (WHO
grade III) nebo glioblastom (WHO grade IV). Soucasnd WHO klasifikace jiz definuje nekolik
entit na zékladé genetickych a epigenetickych poznatki poslednich dvou dekad. Zaroven je
nyni jiZ jisté, Ze se pediatrické HGG velmi 1i$i svymi molekularné biologickymi vlastnostmi od
svych dospélych protéjski, a proto ve WHO klasifikaci tvoifi samostatnou skupinu High-grade
gliomy détského typu.(Louis et al. 2021) Ta se rozd€luje na Ctyfti typy pediatrickych HGG:
Difuzni stfedocarovy gliom, H3 K27 alterovany, Difizni hemisferdlni tumor H3 G34
mutovany, Difuzni high-grade gliom pediatrického typu, H3-wildtype, IDH-wildtype a
Infantilni hemisféricky gliom. Tyto typy se klinicky 1isi svou anatomickou lokalizaci, vékovou

predilekci a prognozou.

Mutacni naloZz u HGG je ve srovnani s HGG dospélych pomérné nizka, jeji median je zhruba
15 nesynonymnich kodujicich mutaci na nador.(Wu et al. 2014) Variabilita je v tomto ohledu
velmi Sirokéd mezi jednotlivymi typy HGG. U infantilnich HGG je muta¢ni naloz velmi nizka —
s medidnem 2, naopak u déti s vrozenou genetickou predispozici CMMRD je to median vice

nez 6 000 nesynonymnich kodujicich mutaci na nador.
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Také u HGG se nachézeji genetické mutace v kanonickych drahéch, jez se podileji na vzniku
difiznich gliomt u dospélych, jako je napt. draha TP53, draha PI3K ¢i draha RBI, ale
frekvence specifickych mutaci se lisi.(Mackay et al. 2017; Sturm et al. 2014)

Jak jiz bylo zminéno, vznik pediatrickych HGG maligni transformaci z LGG je vzacny. OvSem
u supratentorialnich HGG, u kterych nachazime mutaci BRAF V600E a CDNK?2A deleci, byl
tento proces popsan u primdrnich low-grade gangliogliomi ¢i  pleomorfnich

xantoastrocytomu.(Lassaletta et al. 2017; Mistry et al. 2015)

U ¢asti tumort velmi malych déti histopatologicky odpovidajicich glioblastomu se setkavame
snalezem mutace BRAF V600E, deleci genu CDKNIA/B a methylatnim profilem
odpovidajicim pleomorfnimu xantoastrocytomu: nyni tuto skupinu nazyvame ,PXA-
like*.(Korshunov et al. 2015; Mackay et al. 2017) Podobné¢ je u HGG velmi malych déti popsan
vyskyt genovych fuzi BRAF, tato skupina je oznacovéna jako ,,LGG-like* a spojena s velmi

dobrou prognozou.(Mackay et al. 2017)

Molekularné biologickou znackou, ktera je charakteristicka pro pediatrické HGG, jsou alterace
postihujici geny regulujici epigenetické modifikace genomu. Pediatrické HGG byly popsany
vroce 2012 jako vilbec prvni nadorové onemocnéni, které je fizeno piimo histonovou
mutaci.(Schwartzentruber et al. 2012) Ta se skute¢né vyskytuje u vice nez 50 % pediatrickych
HGG a u méné nez 1 % HGG dospélych. Jedna se o hotspot mutace v genu pro histon 3 —
konkrétné¢ geny HISTIH3B a H3F3A4, kodujici varianty histonu 3 H3.1 respektive
H3.3.(Schwartzentruber et al. 2012)

Jedna se o substituce aminokyselin na N-konci histonu 3, ktery vy¢niva z core nukleosomu, a
ktery podléhd vyznamnym posttranslacnim modifikacim ovliviiujicich stav chromatinu a dalsi
bunécné procesy. Mutace K27M zpiisobend substituci aminokyselin lyzin za methionin v pozici
27 vede ke ztraté trimethylace tim, Ze blokuje Polycomb represive complex 2, ktery katalyzuje
methyl transferdzovou aktivitu proteinu Enhancer of Zeste Homolog Protein (EZHIP).
Trimethylace vede za normalnich okolnosti ke kompakci chromatinu a represi transkripce —

tento stav je mutaci narusen.(Kasper and Baker 2020)

Mutace G34R/V zplisobena substituci glycinu za arginin nebo valin v pozici 34 je vzacnéjsi
variantou. Pfesny mechanismus, jakym se podili na onkogenezi, neni tak jednoznacny jako u
mutace K27M. Nicméné diky recentnimu vyzkumu, na kterém se podilela i nase skupina (jak
bude vice uvedeno v sekci Vysledky), je mozny mechanismus efektu mutace v biologii

onemocnéni 1épe objasnén.
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Ostatni vyznamné molekuldrné biologické alterace budou dale popsany u jednotlivych typt

pediatrickych HGG dle WHO Kklasifikace.

1.5.1 Diflzni sttedocarovy tumor, H3 K27 alterovany

Diflizni stiedoc¢arovy tumor, H3 K27 alterovany (WHO grade IV) je anatomicky lokalizovan
v oblasti mozkového kmene — historicky a ¢asto 1 nyni béZzné€ oznaCovany v této lokalité jako
difazni intrinsicky pontinni gliom (DIPG), ¢i v oblasti thalamu — casto bilateralné, u
adolescentl pak také unilateraln€ nebo v oblasti michy — v literatufe oznacovany obecné jako
difuzni stfedocarovy gliom (DMG). Az 40 % DIPG se chova metastaticky.(Buczkowicz,
Bartels, et al. 2014) Vétsina pacientti s DIPG se prezentuje velmi kratkou anamnézou — méné
nez dva meésice - s typickymi pfiznaky, kterymi jsou paréza hlavovych nervii, porucha
pyramidové drahy a ataxie. U DMG jsou to obvykle projevy nitrolebni hypertenze a
senzomotoricky deficit.(Hoffman et al. 2018; Steinbok et al. 2016) Tato velmi agresivni
onemocnéni postihuji nejcastéji vékovou skupinu s medidnem 5 let véku u DIPG, u DMG pak
o néco starsi pacienty okolo 7-8 let. Diagndéza DIPG muze byt stanovena pouze na zakladé
typického klinického pribéhu a obrazu na MRI, ktery zobrazuje masu zasahujici >50 %
mozkového kmene, zaujimajici arterii basilaris, je T1 hypointensni, T2 hyperintensni, nesyti se
po podani kontrastni latky a neobsahuje cystickou ¢i exofytickou slozku.(Cohen, Jabado, and
Grill 2017) Dle zvyklosti pracovisté¢ miize byt ovSem provedena biopsie, coz dle zkuSenosti
naseho pracoviste v piipadé endoskopického jehlového provedeni znamend minimalni zatéz a
riziko pro pacienta. Nadorova masa difuzn¢ infiltruje parenchym CNS, pfitomny mohou byt
hemoragické a nekrotické podily. Histopatologicky nachazime obvykle malé, monomorfni
buiiky, ale mohou byt i polymorfni a vykazovat astrocytarni, piloidni, oligodendroglialni,
obrovskobunéc¢nou, nediferencovanou nebo epiteloidni cytologii.(Solomon et al. 2016) V
patogenezi tohoto onemocnéni hraje hlavni roli ztrata trimethylace H3 (K27me3) na podkladé
mutace H3.3/H3F3A K27M nebo H3.1/HISTIH3B K27M, jak bylo popsano vyse. U H3
wildtype tumorti je ztrata K27me3 zpiisobena obvykle vysokou expresi EZHIP.(Bender et al.
2013; Lewis et al. 2013, 2013) S timto mechanismem se sekavame obzvlasté u bithalamickych
gliomti, u kterych castéji nachdzime 1 alterace v genu EGFR (amplifikace ¢i bodové
mutace).(Sievers et al. 2021) Somatické heterozygotni mutace gent pro histony jsou obvykle
doprovdzeny fadou dalSich somatickych mutaci, které mohou tvofit klonalni
subpopulace.(Hoffman et al. 2016; Nikbakht et al. 2016; Vinci et al. 2018) Tyto kanonické
mutace spojené se vznikem nadorovych onemocnéni jsou specifické pro dané typy — mutace

v genech TP53, PPMI1D, ATM, jsou Castéjsi u H3F3A K27M, mutace gent ACVRI, EGFR,
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PIK3CA, PIK3R1, PTEN z velké ¢asti u podtypu s mutaci HISTIH3B K27M.(Buczkowicz,
Hoeman, et al. 2014; Fontebasso et al. 2014; Nikbakht et al. 2016)

Prognosticky se jedna o velmi neptiznivé, letalni onemocnéni s progndzou preziti dvou let <10
%.(Mackay et al. 2017) U pacientd s nadory nesoucimi mutaci HISTIH3B K27M nebo
vykazujicimi overexpresi EZHIP je celkova doba pfeZiti 16 mésicii, u pacientli s nadory
s H3F3A K27M mutaci je to 11 mésict.(Castel et al. 2018, 2020; Hoffman et al. 2018)
Standardnim terapeutickym postupem je v soucasné dobé fotonova fokalni radioterapie v davce
54 Gy. Mutace v genu TP53 je spojovana s moznou radiorezistenci.(Werbrouck et al. 2019)
Podavani konkomitantni chemoterapie se v klinickych studiich neukazalo jakkoliv ucelné pro
prodlouzeni délky Zivota pacientd. V soucasné dob¢ probihd mnoho klinickych studii s novymi

zpisoby 1é¢by, jak bude vice popsano v ¢asti Diskuze.

1.5.2 Difuzni pediatricky gliom H3 G34 mutovany

Diftzni pediatricky gliom H3 G34 mutovany (WHO grade 4) je lokalizovan v mozkovych
hemisférach. Popisovan je jeho infiltrativni rhst postihujici stfedocarové struktury a
leptomenigealni metastaticky rozsev. Klinicky se manifestuje v zavislosti na lokalizaci kife¢emi
¢1 senzomotorickymi poruchami. Toto onemocnéni postihuje star§i déti s medianem 13-14 let.
U této skupiny nadorti je pohlavni predominance chlapcti versus divek 1,4:1.(Korshunov et al.
2016; Mackay et al. 2017) Histopatologicky ma diftizni pediatricky gliom H3 G34 mutovany
glioblastomovy charakter s vysokou bunéfnosti a mitotickou aktivitou vysoce agresivniho
astrocytarniho tumoru, ¢asto s ndlezem mikrovaskularizace a nekrézy.(Korshunov et al. 2016;
Mackay et al. 2017) V patogenezi tohoto onemocnéni hraje zasadni roli missense mutace v genu
H3F3A, ktera vede k zdmén¢ aminokyseliny glycinu za arginin nebo valin (viz vySe). Zhruba
190 % téchto nadort je pfitomna mutace genu 7P53 au 95 % se nachazi alterace ATRX. Naopak
ptitomnost mutace H3F3A G34R/V se vzajemné vylucuje s ndlezem H3F3A K27M a mutaci
v genu /DH1/2.(Sturm et al. 2012) Difuzni pediatrické gliomy, H3 G34 mutované vykazuji
obvykle celkovou hypomethylaci DNA, ackoliv promotor genu pro methyl-guanin
methyltrasferazu (MGMT) byva ¢asto methylovan.

4

Prognoza téchto pacienti je jen o néco malo ptiznivéjsi nez u DMG a to 18-22 mésicti doby
celkového preziti.(Korshunov et al. 2016) Na tomto faktu se podili zejména moznost resekce
v anatomicky pfiznivéjsi lokalizaci mozkovych hemisfér. Ta je poté rovnéz nasledovana
fokalni radioterapii.
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1.5.3 Difuzni pediatricky high-grade gliom, H3-wildtype a IDH-wildtype

Diftizni pediatricky high-grade gliom, H3-wildtype a IDH-wildtype (WHO grade 4) se
vyskytuje v Siroké vékové skupiné déti, adolescentti a mladych dospélych. Jsou definovany
celkem tfi jeho molekularné biologické tiidy na zdklad€ methylaéniho profilovani: ,,Diffuse
paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype* (pedHGG_RTK1), ,,Diffuse paediatric-type
high grade glioma, RTK2 subtype* (pedHGG RTK?2) a ,,Diffuse paediatric-type high grade
glioma, MYCN subtype* (pedHGG MYCN).(Louis et al. 2021) Anatomicky je lokalizovan
také spiSe nespecificky v oblastech jak supratentoridlnich tak infratentoridlnich, v oblasti
mozkového kmene a mozecku.(Korshunov et al. 2017) MRI obraz odpovida ostatnim high-
grade gliomtim, obvykle se jedna o tumor sytici se po podani kontrastni latky zptisobujici efekt
masy okolni tkané.(Korshunov et al. 2017; Tauziede-Espariat et al. 2020) Histopatologicky
obraz tvofi maligni tumor glioblastomového typu s vysokou mitotickou aktivitou, moznou
pfitomnosti mikrovaskularizace a nekrotickych podili nebo primitivni nediferencované

morfologie.

V jejich molekuldrné biologické diagnostice by mély byt nejprve vylouceny mutace v genu pro
Histon 3, IDH1,2. Dalsi genetické testovani mize u téchto nadord odhalit mutace v genu 7P353,
alterace genu NFI, amplifikace nebo mutace genu EGFR, amplifikace genu MYCN. Tii
molekularné biologické podskupiny jsou jasné rozliSeny na zdkladé methylaéniho profilovani.
U tumorti podskupiny pedHGG RTKI je obvykle pfitomna amplifikace genu PDGFRA (~33
% ptipadi), u pedHGG RTK II je to amplifikace genu EGFR (~50 % ptipadd) a jak nazev
napovida amplifikace genu MYCN u MYCN podskupiny (~50 % ptipada).(Korshunov et al.
2017)

Prognosticky se jedna opét o skupinu velmi agresivnich onemocnéni s dvouletym ptezitim u
23,5 % pacienti a medianem celkové doby pieziti 17,2 meésice. O vyuZiti potencialné
cilitelnych zmén pro podani 1écby, kterymi mohou byt rekurentni zmény PDGFRA ¢i EGFR,
existuje zatim jen malo Udaji a jejich efektivita nebyla dostate¢né prokdzana. U pacientd
s genetickou predispozici CMMRD nebo Lynchovym syndromem, jejichz HGG obvykle
klastruji se skupinou pedHGG_ RTKI, nachazime tumory s hypermutantnim fenotypem, u
kterych mize byt scastecnym efektem pouzita imunoterapie tzv. check-point
inhibitory.(Mackay et al. 2018) Do skupiny pedHGG RTKI spadaji také ve vétSing ptipadi

radioterapii indukované gliomy, které budou vice charakterizovany v ¢asti Vysledky.
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1.5.4 Infantilni hemisferalni gliom

Infantilni hemisferdlni gliom je, jak lze z ndzvu vycist, tumor nachazejici se v mozkovych
hemisférach u pacientii velmi nizkého véku — obvykle v prvnim roce Zivota. Morfologicky se
ve vetSing piipadl jednd o velkou nadorovou masu, kterou muize tvofit jak cysticka, tak solidni
slozka a obsahovat prokrvacené a nekrotické slozky. Histopatologicky byl diive casto mylné
zaménovan za anaplasticky gangliogliom, ependymom nebo primitivni neuroektodermalni
nador CNS. Patogeneticky se na jejich vzniku podileji genové flize genti pro tyrosinkinazy
NTRKI, NTRK2, NTRK3, ALK, ROSI nebo MET sriznymi fOznimi partnery. Zplsobuji
aberantni expresi aktivni kinazové domény, coz vede k vyvoji nadoru prostiednictvim
signalizace kanonickymi cestami drahy PI3K a/nebo MAPK. Obvykle nejsou pfitomny Zadné
dalsi genetické zmény, coz Cini nddory obzvlasté citlivé na cilenou inhibici piislusnych
tyrosinkinazovych receptorti. Tyto fuzni geny jsou piitomny u 60-80 % piipadd a jsou
terapeuticky vyuzivany. Jedna se tedy o prognosticky ptiznivéj$i onemocnéni nez u HGG
starSich déti. Ve studiich bylo prokazéno, ze pacienti s nadory s fuzi genu ALK maji delsi
celkové pétileté preziti nez pacienti s naddory, které nesly zmény ROS! (53,8 % vs. 25 %), a
pacienti s nadory s pozitivni NTRK fuzi méli stfedni prognozu s mirou celkového pétiletého
preziti 42,9 %.(Guerreiro Stucklin et al. 2019) Progndzu téchto stile velmi agresivnich a
devastujicich onemocnéni mtize dale zlepsit 1é¢ba specifickymi inhibitory, jejichz efektivita je

nyni hodnocena v klinickych studiich. (Clarke et al. 2020)

2 Cile prace
Hypotéza: Genetické a epigenetické alterace urcuji heterogenitu a biologické chovani u

primarnich pediatrickych HGG a radioterapii indukovanych glioma.

Prvnim cilem této prace byla komplexni molekularni charakterizace unikatni historické kohorty
pacientil s pediatrickymi HGG. Definovali jsme u nich zndmé onkogenni mutace (jako napf.
v genu pro H3, BRAF, IDHI a IDH?2) a u vybranych dokézali urcit i sekundarni alterace a jejich
prognosticky vyznam. U klicové fidici mutace H3F3A G34R/V jsme se podileli na objasnéni

jejiho vyznamu v nadorové patogenezi.

Druhym cilem bylo ur¢it biologické a epigenetické pozadi u vzorkli s absenci onkogennich
mutaci zhodnocenim celogenomového methyla¢niho profilu pomoci nového Heidelbergského
klasifikatoru. Tim bylo mozné ovéfit, zda histopatologickd diagnoza koreluje s biologickym

chovanim pediatrickych HGG. Definovali jsme unikéatni podskupiny v kohorté pediatrickych
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HGQG, které se odliSuji svym biologickym chovanim, progn6zou a ptitomnosti potencidlnich

terapeutickych cilt.

Tretim cilem byla molekularné-biologicka a klinicka charakteristika kohorty pacientl
s radioterapii indukovanymi gliomy, kterd vedla k pozndni jejich biologickych vlastnosti.
Provedli jsme srovnani jejich molekularné biologickych charakteristik se skupinou jejich
primarnich protéjskii. Diky komplexnim klinickym informacim a dlouhodobému sledovani
pacientll bylo mozné urcit miru rizika rozvoje tohoto onemocnéni u pacientd, ktefi podstoupili

radioterapii v ramci 1é¢by svého primarniho onemocnéni.

3 Metodika

Pfedmétem vyzkumu byla kohorta 114 klinicky anotovanych pacient od roku 2000 do roku
2023. Molekularné biologicky se nam podafilo charakterizovat 100 pacienti. U pacienti
s dostupnymi vzorky jsme pouzili Sangerovo sekvenovani na nejcastéjsi bodové mutace u HGG
v genech pro histon H3, IDHI,2, BRAF, ACVRI, FGFRI, PIK3CA; dale celogenomovou
methylaéni array (Illumina Infintum MethylationEPIC BeadChip) a u vybranych vzorki
sekvenovani nové generace (NGS) a to jak DNA 1 RNA sekvenovani.

Podrobny popis molekularné biologickych metod pouzitych pfi vySetfovani nadorovych vzorkt
je uveden v kazdé z prilozenych publikaci, které jsou hlavni soucasti vysledku této prace. Zde
uvadim detailni popis methyla¢ni array a Heidelbergského klasifikatoru, protoze se jedna o

moderni nastroj, ktery zdsadné ovlivnil klasifikaci tumort CNS v posledni dekadé.

3.1 Methyla¢ni array

Slozitost a rozmanitost nadorit CNS dle WHO klasifikace znaci také velkou naroc¢nost presné
diagnostiky. Historicky byla konkrétni diagnoza stanovovéana klasickymi histopatologickymi
metodami, coz vedlo ke znacné variabilit¢ mezi pozorovateli, zejména v pripadech difuznich
gliomti, ependymomil a supratentoridlnich primitivnich neuroektodermalnich nédort. Tato
subjektivita posuzovani komplikuje klinické rozhodovéani a interpretaci klinickych studii.
Béhem postupného vyvoje poznani a aktualizace WHO klasifikace byly vyc¢lenény molekularni
skupiny pro nékteré typy nadord, jako je napiiklad meduloblastom ¢i H3 mutovany
sttedocarovy gliom. Standardizace diagnostickych testi vcéetné genového sekvenovani,
fluorescen¢ni in situ hybridizace nebo imunohistochemie vSak zlstdva naro¢na. Analyza
methylace DNA dopliuje klasické diagnostické principy a nabizi feSeni mnoha téchto

problémdu. Klasifikace nddori CNS zaloZena na vyuziti methylacni array piedstavuje revoluéni
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ptistup v onkologii, inicidln¢ zejména v neuroonkologii, ale nyni jiz i pfi klasifikaci dalSich
solidnich tumorti, napt. sarkomt. Tato metoda vyuziva jedine¢né epigenetické vzorce
methylace DNA k rozliSeni riiznych typt nadortit CNS a nabizi piesny a komplexni diagnosticky
nastroj. Nadorovy methylom odrazi somatické zmény, ale dokaZze identifikovat i buniku ptvodu.
Profilovani metylace DNA se ukazalo jako robustni a reprodukovatelné, a bylo ndpomocné pfi
subklasifikaci skupin nadortit CNS, které byly diive povaZzovany za homogenni.(Capper et al.

2018)

3.1.1 Princip metody

Methylace DNA je epigeneticky mechanismus, ktery zahrnuje ptidani methylové skupiny do
molekuly DNA, obvykle na cytosinovou bazi dinukleotidi CpG. Tato modifikace mlize zménit
genovou expresi, aniz by se zménila sekvence DNA, ovlivnit buné¢nou funkei a ptispét k vyvoji
a diferenciaci bunék. Nadorové bunky casto vykazuji odlisné methylacni profily ve srovnani s
normalnimi buikami. Tyto vzorce mohou slouzit jako biomarkery pro identifikaci pfitomnosti

a typu nadora.(Capper et al. 2018)

Béhem naseho vyzkumného a diagnostického procesu pouzivame technologii Illumina
Infintum MethylationEPIC BeadChip Kit, dle nésledujiciho pracovniho postupu (pfevzato a

zjednoduseno z pracovniho postupu od firmy Illumina)

1.Extrakce a kvantifikace DNA: Prvnim krokem je extrakce nejméné 250ug DNA z nddorovych
bun¢k ziskanych ze zamrazeného ¢i parafinového blocku (FFPE), ve kterém patolog vyhodnoti

dostate¢né procento zastoupeni nddorovych buné€k (vice nez 50 %).

2. Bisulfitova konverze: Extrahovana DNA podstoupi bisulfitovou konverzi, pii které se
nemethylované cytosiny pieméni na uracil, zatimco methylované cytosiny zlstanou
nezménény. Tato konverze je klicova pro rozliSeni mezi methylovanymi a nemethylovanymi

sekvencemi DNA.

3. Amplifikace a fragmentace: Bisulfitové upravena DNA je poté amplifikovdna a enzymaticky

fragmentovana pro pfipravu k hybridizaci.

4. Hybridizace na Cipech: Fragmentované produkty DNA jsou nasledn¢ denaturovany a
hybridizovany na ¢ipech, které obsahuji vice nez 850 000 sond navrzenych pro zkoumani
specifickych CpG mist 14 495 gent lidského genomu. Hybridizace na ¢&ip probiha

prostiednictvim alelové specifického annealingu bud’ na methyla¢né specifickou sondu, nebo
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na nemethylaéni sondu. Po hybridizaci nésleduje jednobazova extenze s dideoxynukleotidy

znaCenymi haptenem.

5. Zobrazovani a analyza dat: Po inkorporaci téchto dideoxynukletotidi zna¢enych haptenem
se provadi vicevrstevné imunohistochemické barveni kombinaci protilatek, aby se oba typy
odlisily. Po barveni se Cip naskenuje a je analyzovan patentovanym softwarem a jsou vypocteny
pomery intenzity fluorescence mezi obéma typy sond. Pro daného jedince na daném lokusu se
hodnota poméru 0 rovna nemethylaci lokusu (tj. homozygotni nemethylaci); pomér 1 se rovna
uplné metylaci (tj. homozygotni methylaci); a hodnota 0,5 znamend, Zze jedna kopie je
methylovana a druha ne (tj. heterozygotnost), v diploidnim lidském genomu. Vysledna data

tvoti komplexni metyla¢ni profil vzorku.

6. Interpretace a vyvoj methyla¢niho klasifikatoru: Poslednim krokem je interpretace
metylacnich dat v kontextu klasifika¢nich kritérii. Pro stanoveni pfisluSné methylacni tfidy byl

vyvinut softwarovy nastroj vefejné dostupny na strankach némecké vyzkumné skupiny DKFZ

(German Cancer Research Center) https://www.molecularneuropathology.org/ oznacovany
v neuroonkologické komunité jako Heidelbergsky klasifikator. Referenc¢ni kohorta vzorkd, se
kterou je srovndvan a klastrovan vySetiovany vzorek, obsahuje nyni vice nez 100 000 ptipadu.
Pti spusténi vefejné verze klasifikatoru 11b4 v roce 2017 bylo definovano 82 methyla¢nich tfid
bylo ve verzi klasifikatoru 12.5 celkem 147 tfid a 184 podtiid a procento nadord, které nebylo
mozné ptifadit k zadné z dosud popsanych skupin, se snizila z 29 % na 15 %.(Sturm et al. 2023)
Velkou pfednosti této metody je mozZnost ziskdni piehledu poctu zmén kopii (CNV)
prostiednictvim softwarového balicku Bioconductor. To pfinasi velmi cenné informace o
genetickych zménach, které mohou byt potencidlnimi terapeutickymi cili. Tim tato metoda
produkuje velmi komplexni epigenetickou i genetickou charakteristiku vzorku.(Capper et al.

2018; Sturm et al. 2023)

Tento pfistup byl zasadni pro zpiesnéni klasifikace nadorit CNS, coz vedlo k objeveni novych
nadorovych jednotek a podskupin, které diive nebylo mozné identifikovat pomoci tradi¢nich

histopatologickych metod.

4  Vysledky

Nasi kohortu kompletné vysetfenych HGG pacientti (n=100) jsme na zdkladé ptitomnosti
mutace v H3 a ptedchozi radioterapie rozdélili do skupin A3 mutovanych (H3mut) n=42, H3
wildtype (H3wt) n=47 a radioterapii indukovanych gliomi n=11 viz. Obr.1.
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Obr. 2 Kaplan-Meierova kiivka preZiti jednotlivych podkskupin HGG

(Trkova et al., poster konference ISPNO)
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4.1 H3 mutované high-grade gliomy

Pacientll s H3 mutovanymi gliomy bylo v kohorté 42 (42 %). Zastoupeni jednotlivych mutaci
bylo nésledujici: H3F3A K27M (n=32), H3F3A G34R/V (n=4), HIST1H3B K27M (n=6). Dle
WHO CNS Kklasifikace se jednd o pacienty s difiznimi stfedo¢arovymi tumory, a H3 K27
alterovanymi a difuznimi hemisferdlnimi G34 mutovanymi gliomy. Nadory se nachazely
v odpovidajicich lokalizacich, tedy v oblasti mozkového kmene a thalamu a mozkovych
hemisfér. Ze sekundarnich alteraci byly u difuznich stfedocarovych tumord H3 K27
alterovanych zachyceny alterace v genech ACVRI (n=4), PIK3CA (n=2) a FGFRI (n=1).
Methyla¢ni array neni u téchto jasné€ klasifikovanych tumort s prokazanou alteraci H3 rutiné
provadeéna, nicméné vySetiené vzorky odpovidaly ve verzi 12.5 klasifikatoru methylacni tfidé
,Diffuse midline glioma, H3 K27-altered“ (n=15) v pfipad¢ stfedocarovych nadort a
methylacéni tfid¢ ,,Diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant* (n=1) v pfipad¢ hemisferalnich

G34-mutovanych gliomii.

Terapeutické moznosti jsou navzdory velkému usili celosvétové neuroonkologické komunity u
téchto skupin vysoce agresivnich nadorG bohuzel velmi omezené. U stiedocarovych
inoperabilnich tumort je standardem 1éCby fokalni fotonova radioterapie v davce 54 Gy.
V ptipad€ hemisferalné ulozenych tumort je snaha o maximalni resekci, nasledovana také

fokalni radioterapii. Progndza pacientt je ale uniformné fatalni.

4.1.1 Role H3F3A G34R/V mutace a genu PDGFRA v gliomagenezi

Chen, C. C. L., Deshmukh, S., Jessa, S., Hadjadj, D., Lisi, V., Andrade, A. F., Vanova, K....
Jabado, N. (2020). Histone H3.3G34-Mutant Interneuron Progenitors Co-opt PDGFRA for
Gliomagenesis. Cell, 183(6), 1617-1633.e22

(viz Priloha 1)

Nase skupina se podilela na vyznamném objevu principu patogeneze mutace H3F3A G34R/V
ve spolupraci se skupinou na Universit¢ McGill v Montrealu.

Na unikatnim souboru témét 100 nadort s histonovymi mutacemi H3F3A G34R/V (vcetné
raritnich dvojic biologického materialu z origindlni diagndzy a recidivy nadoru) jsme prokazali,

vvvvvv

interneuronovych progenitorti charakterizovanych expresi genu GSX2. Zjistili jsme, Ze
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vyznamny podil nddorG nese spolu s mutacemi H3F3A G34R/V mutace v genu PDGFRA,
spojenych také s jeho zvySenou expresi. Tato vysoka exprese je zpusobena pravé originalni
mutaci v histonu H3.3, vedouci ke zméné epigenomické situace v buiice. Zmeéna
v chromatinovém uspofadani pfiblizi enhacer genu GSX2 k regulaénim sekvencim genu
PDGFRA (fenoménem nazyvanym ,.enhancer hijacking®) a tim zvysi jeho expresi. U casti
nadortt pak nésleduje vznik mutace ve zvySené exprimovaném genu PDGFRA vedouci

k dimerizaci extracelularni ¢asti receptoru a masivnimu zvysSeni signalizace v této draze.

Zastaveni bunééné maturace zpusobené mutaci H3F3A G34R/V tak postupuje do dalsi faze,
kdy tato signalizace drahy MAPK/ERK pfes mutovany receptor PDGFRA spousti expresni
vzorec typicky pro glialni tkan (konkrétné pro astrocytarni linii). Exprese specifickych
transkripénich faktorti pak vede k obrazu smiSené neuronové-glidlni tkané a tim klasické
histopatologické charakteristice téchto nadorti. Samotna mutace v histonu H3.3 se zda byt pro
dal8i vyvoj nddoru zbytna na rozdil od signalizace ptes mutovany receptor PDGFRA (jak se

ukazuje porovnanim tkané z diagnozy a pii recidive).

Odhaleni této unikatni biologické charakteristiky skupiny H3F3A G34R/V mutovanych HGG
otvirda dvefe k novym potencidlnim moZnostem lé€by smérovanym nikoli na glialni, ale
neurondlni tkan, ttebaze se bohuzel z ptredbéznych vysledki jevi, Ze jsou tyto nadory na bézné

inhibitory PDGFRA rezistentni.

4.1.2 Thalamické high-grade gliomy s overexpresi EZHIP

U tfi naSich pacientil s thalamickymi HGG jsme nalezli zvySenou expresi proteinu EZHIP
vedouci ke ztrat¢ K27me3, kterd vede k alteraci H3 mechanismem jiz popsanym vyse.
Methylac¢ni profil odpovidal tfid¢ ,,Diffuse midline glioma, H3 K27-altered, subtype EGFR-
altered (n=2) a ,,Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype* (n=1). Tyto
tumory se vyznacovaly se velmi agresivnim chovanim, kdy pacienti Casné zrelabovali po
ukoncené RT. U jedné pacientky k selhani 1écby doslo i pfes pouziti MEK inhibitoru, ktery

jsme podavali na zéklad¢ identifikace PDGFRA mutace v extracelularni doméng.

4.2 H3 wildtype high-grade gliomy

Na rozdil od skupin H3mut (n=42) a RIG (n=11), které jsou provazeny témét uniformé fatalni
prognézou, skupina H3wt obsahovala podil dlouhodobé piezivajicich pacientd. To je
znazornéno Kaplan-Meierovou kiivkou pfeziti na Obr. 2. Ve skupin¢ H3wt jsme nalezli

pacienty nesouci fidici mutace v IDHI a IDH2 (n=2), a BRAF (n=6). Jedna se celkové o velmi
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heterogenni skupinu pacientti, ve které jsme diky vySetfeni NGS a provedeni methylacni array
u vybranych pacientd s dostatenym materidlem byli schopni identifikovat nékolik

vyznamnych podskupin.

4.2.1 Skupina low-grade glioma-like

Pacienti s nddory nachazejicimi se ve skuping s tzv. ,,LGG-like* (n=10) byli charakterizovani
inicidln¢ agresivnim klinickym pribéhem s histopatologickym nalezem odpovidajicim (dle
v okamziku diagnozy platné WHO klasifikace) anaplastickému astrocytomu WHO grade 111,
glioblastomu ¢i blize neur€enému gliomu. Béhem naseho vyzkumu u nich byla odhalena
mutace BRAF V600E (n=5) a genové fuze KIAA1549::BRAF (n=2) a FAM73A4::BRAF (n=1).
Methyla¢ni profil nadora klastroval se skupinou ,,Pleomorphic xanthoastrocytoma* (n=4) a
,Pilocytic astrocytoma* (n=2). Tito pacienti byli kvlili své originalni histopatologické diagnoze
léCeni intenzivni 1é€bou uréenou pro high-grade gliomy — dle anatomické lokalizace byla
provedena resekce, nasledovana intenzivni chemoterapii a radioterapii. Z téchto pacientl je

celkem osm nazivu v remisi onemocnéni s medianem sledovani 12 let.

Soucasti této skupiny je také pacient s angiocentrickym gliomem kmene s genovou fuzi
MYB::QOKI a methylaénim profilem ,,Diffuse glioma, MYB(L1)-altered*, manifestujici se
obrazem DIPG, ktery je podrobn¢ popsan nize.(Trkova et al. 2023)

4.2.1.1 MYB-alterovany pontinni gliom s charakteristikami DIPG s dlouhodobou lécebnou odpoveédi
na lécbu intenzivni chemoterapii

Trkova K, Sumerauer D, Krskova L, Vicha A, Koblizek M, Votava T, Priban V, Zapotocky
M. DIPG-like MYB-altered diffuse astrocytoma with durable response to intensive
chemotherapy. Childs Nerv Syst. 2023 Sep;39(9):2509-2513. doi: 10.1007/s00381-023-05976-
3. Epub 2023 May 11. PMID: 37165121; PMCID: PMC10432314

(viz Priloha 2)

Gliomy oblasti mozkového kmene predstavuji obtizné 1é€itelnou jednotku vzhledem k jejich
lokalizaci a heterogenni biologii, kterd se pohybuje od indolentnich LGG az po agresivni
difuzni intrinsicky pontinni gliom (DIPG). Stanoveni spravné diagndézy nadoru v pontinni
lokalizaci je proto velmi dilezité. Publikovali jsme kazuistiku velmi malého ditéte s H3
wildtype DIPG, ktery byl pozd¢ji charakterizovan ndlezem genové fuze MYB::QKI, 1é¢eného

intenzivni chemoterapii ale s vynechanim radioterapie.
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Tento 14 mésicni pacient se klinicky manifestoval kratkou anamnézou psychomotorického
opozdéni, parézou hlavovych nervi a obstrukénim hydrocefalem. MRI obraz objemné expanze
v pontu odpovidal svymi charakteristikami DIPG stejné jako klinicky obraz. Vzhledem
k netypicky nizkému véku pacienta byla provedena biopsie, kde histologicky zavér znél
anaplasticky astrocytom, ale mutace H3K27M svéd¢ici pro DIPG nebyla nalezena. Negativni
vysledek mélo 1 vySetfeni mutaci genu BRAF a faze KIAA1549::BRAF. Vzhledem k nezvykle
nizkému véku pacienta, obrazu DIPG na MRI a histologii anaplastického astrocytomu byla
zahdjena intenzivni chemoterapie na zakladé protokolu HIT-SKK s udrzovaci chemoterapii
vinblastinem, ale bez radioterapie, kterd by takto malému ditéti pfinesla vyznamné riziko
dlouhodobych nasledki. Bylo pozorovéano piekvapiveé rychlé klinické zlepSeni a radiologicka
regrese nadoru s téméet kompletni remisi s trvalym efektem a vybornym klinickym stavem vice
nez 6,5 roku po stanoveni diagndzy. Na zakladé tohoto neocekéavaného terapeutického vysledku
byla doplnéna dal$i extenzivni vySetieni véetné celogenomové metylaéni array a vzorek byl
zafazen do metylacni tfidy ,,Low-grade glioma, MYB(L1) altered". RT-PCR navic odhalila
pritomnost fuze MYB::QKI, ktera je typicka pro low-grade angiocentrické gliomy, nachazejici
se vsak ve vétSing€ piipadl v mozkovych hemisférach. Piipady popsané v oblasti pontu jsou
velmi raritni, navic na$§ pacient nenesl histopatologické znaky angiocentrického gliomu.
Celkové nas histopatologicka klasifikace, molekuldrné genetické a epigenetické rysy, klinické
chovani a lokalizace v pontu vedly k pteklasifikovani nddoru na pontinni gliom s alteraci MYB.
Nas ptipad ukazuje, Ze intenzivnéj$i chemoterapie mize dosahnout dlouhodobého klinického
ucinku pii [é€bé MY B-alterovanych pontinnich gliomil ve srovnani s diive pouZivanymi rezimy
zalozenymi na strategii pro LGG nebo radioterapii. Zduraziuje také vyznam biopsie a

diukladného molekularniho vySetteni 1ézi v pontu.

4.2.2 High-grade gliomy s amplifikaci MYCN

Ve skupiné H3wt jsme identifikovali Ctyfi piipady HGG s amplifikaci MYCN a methylacnim
profilem ,,Diffuse paediatric-type high grade glioma, MYCN subtype". Tyto tumory se
vyskytovaly v riiznych lokalizacich: jeden diseminovany, jeden s gliomatosis cerebri a dva
hemisférické tumory. Vékové zastoupeni pacientd v této skupiné bylo od 2-11 let. Prognosticky
se jednalo o velmi agresivni onemocnéni, kdy tfi pacienti této skupiny zemfteli do 2 let od
stanoveni diagndzy. Unikatni vyjimku tvofi pacientka, kterd podstoupila resekci, intenzivni

chemoterapii a radioterapii, a nyni Zije vice nez 20 let od diagnozy.
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4.2.3 Infantilni high-grade gliomy

Identifikovali jsme podskupinu tzv. infantilnich high-grade gliomti — tzn. vyskytujicich se u
velmi malych déti (zde mladsich 3 let). Lokalizaci se jednalo o tfi hemisférické gliomy.
Methyla¢ni profily u dvou z téchto pacientii odpovidaly tfid¢ ,,Infant hemispheric glioma“
(n=2). U vSech tfi pacienti byla NGS identifikovana genova fize ETV6::NTRKS3,
STRN3::NTRK2 a GIT2::ROSI a mohla u nich tak byt zahdjena 1écba NTRK inhibitory
s dlouhodobym pfezitim vice nez 10 let od doby diagnézy. U jedné z pacientek doslo po
vysazeni 1é€by a dlouhodobé remisi k recidivé nadoru. Po opétovném nasazeni terapie NTRK

inhibitorem bohuzel vyvinula rezistenci a zemftela po 12 letech od diagnozy.

4.2.4 Hypermutantni high-grade gliomy

Identifikovali jsme jednu pacientku s histologicky bliZze neur¢enym objemnym hemisferalnim
HGG, se somatickou mutaci 7P53, PTEN a NF1, methyla¢nim profilem ,,Diffuse paediatric-
type high grade glioma, RTK1 subtype* a vysokou muta¢ni nalozi SNV n=386 odpovidajici
skupin¢é hypermutantnich HGG. U pacientky nebyla nalezena vrozend geneticka predispozice
svédcici pro poruchu DNA mismatch repair, se kterymi se nalezy hypermutantnich nadori
spojuji. Na zaklad¢ v literatufe dokumentovaného efektivniho pouziti imunoterapie u téchto
pacientli jsme zvolili po resekci 1écbu tzv. check-point inhibitorem nivolumabem. Bohuzel 1
pies to doslo u pacientky k progresi onemocnéni. Kratce byla podavéana také terapie MEK
inhibitorem pro mutaci v MAPK draze. Bohuzel 15 mésicii od diagndzy pacientka zemfela pfi

progresi zakladniho onemocnéni.

4.3 Radioterapii indukované gliomy

Trkova K, Sumerauer D, Bubenikova A, Krskova L, Vicha A, Koblizek M, Zamecnik J,
Jurasek B, Kyncl M, Malinova B, Ondrova B, Jones DTW, Sill M, Strnadova M, Stolova L,
Misove A, Benes V 3rd, Zapotocky M. Clinical and molecular study of radiation-induced
gliomas. Sci Rep. 2024 Feb 7;14(1):3118. doi: 10.1038/s41598-024-53434-0. PMID:
38326438; PMCID: PMC10850080.

(viz Priloha 3)

Nase védecka skupina provedla komplexni retrospektivni studii zaméfenou na vyskyt,
histopatologickou a molekularné biologickou charakteristiku a vysledky 1é¢by radioterapii

indukovanych gliomi (RIG) u détskych pacientii. Kohortu tvotilo 11 pacienti, ktefi podstoupili
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radioterapii krania pro primérni nadory mozku a T-bunécnou akutni lymfoblastickou leukémii
(T-ALL) na naSem pracovisti, a jeden pacient primarné 1éCeny v zahranic¢i. V kohorté 371
pacientli 1éCenych na naSem pracovisti v letech 2000-2022 jsme identifikovali 8 z téchto
ptipadii RIG s cilem kvantifikovat kumulativni riziko vzniku radioterapii indukovaného gliomu
u ozafovanych pacientt.

Nase zjisténi odhalila kumulativni riziko vzniku RIG ve vysi 1,60 % po 10 letech a 3,02 % po
15 letech po RT, coz podtrhuje dlouhodobé riziko spojené s radioterapii CNS v détské
onkologii. Studie zdlraznila dilezitost dlouhodobého sledovani a ukdzala, Ze RIG se mize
vyvinout v praméru 9,5 roku po ukoncené primarni 1é¢bé (3-31 let), pfiCemz vek pacientl pti
primarni diagnéze se pohyboval v rozmezi 2-11 let s medidnem 9 let véku.

Zasadnim cilem této studie byla molekularni charakterizace RIG, ktera ukézala, ze RIG
postradaji bézné mutace, které se poji s jejich primarnimi protéjsky, jako jsou mutace v genech
pro Histon3, IDHI/2 nebo BRAF. Tyto nadory vykazovaly methylaéni profil tfidy
,»GBM pedRTKI1“ spolu s Castym vyskytem amplifikace PDGFRA a delece CDKN2A4/B. U
jednoho pacienta jsme identifikovali methylacni profil ,,Pleomorphic xanthoastrocytoma* a
mutaci BRAF V600E, spojené s jednoznacné lepsi prognézou dlouhodobého pteziti. Tyto
molekularni poznatky maji zasadni vyznam pro odliSeni RIG od primdrnich nadort a
potencialni nasmérovani ptistupii k cilené terapii.

Prognoza pacientt s diagnézou RIG byla velmi nepiizniva, s medianem pieziti 7,3 mésice pii
vyuziti 1écebnych postupti 1écby primarnich HGG. Zaroven jsme ovsem identifikovali dva
dlouhodobé piezivajici pacienty z kohorty RIG. Jednim z nich byla pacientka s diagn6zou IDH1
wildtype gliomaosis cerebri, kterou v§ak nebylo mozné kviili nedostatku bioptického materialu
dale charakterizovat. Navzdory jasn¢ dokumentované progresi bylo onemocnéni v
dlouhodobém horizontu (7 let od diagndzy) terapeuticky stabilizovano opétovnym ozafenim (u
této pacientky tfetim cyklem radioterapie). Druhy pacient s biologicky pfiznivéjSim profilem
nadoru (PXA) byl charakterizovan mutaci BRAF V600E a prodélal opakované resekce,
radioterapii a 1é€bu temozolomidem, a je nyni nazivu vice nez 8 let od diagnézy RIG.

Nase studie se rovnéz snazila definovat radiologické charakteristiky RIG, které¢ vykazovaly
n¢kolik rtiznorodych nalezi. Tato variabilita pfedstavuje diagnostickou vyzvu, kterou RIG
predstavuji, a to jejich odliSeni od primarnich nadort a radia¢ni nekrézy pouze na zakladé
zobrazovacich metod, a zdiraznuje nezastupitelnou tlohu pokrocilé molekularni diagnostiky

pii piesné identifikaci a volbé 1é¢by téchto nadort.
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5 Diskuze

Cilem mé prace bylo komplexné molekularné biologicky charakterizovat pediatrickou kohortu
pacientil s high-grade gliomy, ktera byla diagnostikovana a 1é¢ena na Klinice détské onkologie
a hematologie 2. LF UK a FN Motol v letech 2000-2023 a pfinést tak nova dtilezitd poznani o
této skupiné devastujicich onemocnénich détského veéku. Ackoliv se jedna o velmi vzacna
onemocnéni, dokazali jsme identifikovat 114 unikétnich pfipada téchto pacientii. Piestoze u
retrospektivnich dat, ktera byla shromazd’ovéna po pomérné dlouhou ¢asovou periodu, hrozi
jista nekonzistence vzhledem k postupné se vyvijejici diagnostice, novym lé¢ebnym postuptim
atd., podafilo se béhem naseho vyzkumu kohortu pacientii velmi detailn¢ charakterizovat a
identifikovat molekularn¢ biologické cile, které¢ jsou vyznamné pro definovani prognozy

pacientli a volbu vhodné 1écby.

Navzdory Uusili celosvétové neuroonkologické komunity zlstavaji pediatrické HGG
onemocnénim, které je provdzeno velmi Spatnou, v pfipadé napt. DIPG téméf univerzalné
fatalni prognodzou, kdy na poli 1é€by nedoSlo bohuzel v poslednich dvou dekadach
k vyznamné&jSimu pokroku.(Braunstein et al. 2017) K naprosto zasadnim objevim, které mohou
pomoci tyto smutné vysledky ménit, doslo v oblasti vyzkumu patogeneze a detailni klasifikace

HGG diky vyuziti modernich genetickych a epigenetickych metod.

Dilezitym poznatkem bylo odliseni od dospélych protéjskii téchto onemocnéni, které se
histopatologickym obrazem, kterym je obvykle glioblastom nebo anaplasticky astrocytom,
v podstaté nelisi, ale molekuldrné biologicky tvofi velmi rozdilnou skupinu.(Mackay et al.
2017) Identifikace mutaci genu Histon3 u pediatrickych HGG je jednim z téchto klicovych
rozdill, ktery ukazal, jak dulezitou roli hraji epigenetické zmény v onkogenezi jako
takové.(Schwartzentruber et al. 2012) Mutovany jsou nejcastéji geny H3F34 a HISTIH3B a to
mechanismem substituce aminokyselin K27M nebo G34R/V. V nasi kohort¢ jsme tyto mutace
identifikovali u 42 % pacienti, tumory nesouci mutace H3F3A K27M a HIST1H3B K27M byly
lokalizovany v oblasti mozkového kmene a stfedocarovych struktur, tumory s mutacemi
H3F3A G34R/V pak vyhradné v oblasti mozkovych hemisfér. Toto rozvrstveni odpovida

dalsimu publikovanému souboru.(Mackay et al. 2017)

V na$i studii jsme vyznamné pfispéli k pochopeni patogeneze mutaci H3F3A G34R/V u
pediatrickych HGG a vysledky publikovali v ¢asopise Cell. (Chen et al. 2020) Odhalili jsme,
ze tyto nadory ptekvapivé nepochazeji z glidlnich, ale z interneuronalnich progenitort

charakterizovanych zvySenou expresi homeodoménového genu GSX2. Zjistili jsme, ze 50 %
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téchto nadorti soucasné s mutacemi H3F3A vykazuje mutace genu PDGFRA, které jsou
lokalizovany v extracelularni doméné proteinu a spojeny s jeho zvysenou expresi. Tato
signalizace aktivuje drahu MAPK/ERK, coz spousti expresi genti typickych pro glialni tkan,
konkrétné pro astrocyty, coz vede k vyvoji smiSené glioneuronalni tkang&. Ackoliv predbézné
vysledky naznacuji rezistenci téchto nadort vici béznym inhibitorim PDGFRA, pochopeni

tohoto mechanismu muze usnadnit cestu k 1é¢be tohoto onemocnéni.

U kmenovych a sttedocarovych 1ézi, které nesou mutaci H3F3A K27M nebo HIST1H3B
K27M, jsme identifikovali sekundarni alterace v genech ACVRI, PIK3CA, FGFRI1, PDGFRA
a TP53, které se spolupodileji na vyvoji téchto malignit a zaroven mohou znamenat ptilezitosti
pii hledani cilené 1écby, podobné jako v dalSich studiich.(Groves, Bandopadhayay, and Cooney
2023) U pacienta s H3F3A K27M mutovanym DIPG, ktery se manifestoval atypicky v 17
letech v€ku, jsme vySetfenim NGS nalezli mutaci PDGFRA N659K. Pii dalsi progresi
onemocnéni po provedené fokalni reiradiaci jsme na zaklad€ prvnich v literatufe popsanych
zkusenosti zahdjili podavani PDGFRA inhibitoru avapritinibu.(Mayr et al. 2022) Bohuzel i pies

tento terapeuticky zasah doslo k progresi onemocnéni a pacient zemiel 11 mésicii od diagnozy.

U pacientit s DIPG a DMG — nadorii s uniformé fatalni prognézou — je nyni terapeutickym
standardem, ktery vSak vede pouze k zmirnéni klinickych ptiznaki a prodlouzeni délky zivota,
fokalni radioterapie o celkové ddvce obvykle 54 — 59,4 Gy v 30-33 frakcich po 1,8 Gy. Dle
nasich 1 v literatufe popsanych zkuSenosti se jevi efektivni a bezpe¢na moznost paliativni
reiradiace v dobé progrese téchto pacientii v odstupu miniméalné 6 meésici od primarni
radioterapie s dokumentovanou dobou prodlouzeni délky zivota v priméru o 6 mésici. To
odpovidé i zkuSenosti publikované v této praci (Lassaletta et al. 2018), kde pouzita reiradiace

vedla k prodlouzeni zivota o 4 mésice oproti historické kohorté, kde reiradiace pouzita nebyla.

V soucasnosti probihd v zahrani¢i nékolik klinickych studii, které se snazi na zékladé
molekularné biologickych vysledkti ziskanych biopsiemi pacientii s DIPG a DMG o pokrok
v 1é€bé tohoto devastujiciho onemocnéni. Jednd se zejména o studii s vyuzitim molekuly
ONC201, coz je antagonista dopaminového receptoru D2, u kterého byl demonstrovan prinik
do mozkové tkané, terapeutické koncentrace a aktivita cilend na tkai gliomu. Toho je dosaZzeno
prostiednictvim hyperaktivace mitochondridlni caseinolytické proteazy, zvySené signalizaci
drahy PI3K/AKT pohdnéné tvorbou reaktivnich forem kysliku sekundarné v dusledku
mitochondrialni degradace a indukci apoptdzy.(Venneti et al. 2023) Dalsim ptikladem novych
l1écebnych postupti je cileni povrchovych markeri jako je napt. GD2. U pacientli s DIPG bylo
v ramci klinické studie také testovano podani geneticky upravenych T lymfocyti
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s chimerickycm antigennim receptorem — tzv. CAR T lymfocyti cilenych proti povrchovému
antigenu GD2, ktery je hojné exprimovan na buiikach nesoucich mutaci H3 K27M. Uginek
takto upravenych CAR T lymfocytli spocivd ve vyvolani masivni antigen dependentni
cytokinové reakce, ktera ni¢i nadorové buiiky. Efektivita tohoto mechanismu byla velmi dobie
prokézana na modelech imunosuprimovanych my$i, kde podani takto upravenych CAR T
lymfocytl vedlo k uplné regresi H3 K27 mutovaného gliomu.(Mount et al. 2018) Podéni anti-
GD2 CAR T lymfocytii u pacientt ve fazi I klinické studie NCT04196413 prokazalo docasny
radiologicky a klinicky efekt. Anti-GD2 CAR T lymfocyty byly témto pacientim aplikovany
nejprve intraven6zné a v ptipadé piiznivé 1é€ebné odpovédi i intraventrikularné. Vzhledem
k lokalizaci téchto tumort v oblasti mozkového kmene a bouflivé cytokinové odpovédi, kterd
muze zpusobit edém této oblasti, obstrukéni hydrocefalus a presun stiedovych struktur, je
nezbytny kriticky management intenzivni podptrné péce.(Majzner et al. 2022). Dalsi recentné
probihajici studie hledajici odpoveéd’ na otazku 1écby téchto onemocnéni se soustiedi na poznani
tzv. tumordzniho mikroprostiedi (TME) a vzdjemnych interakci napf. neuront s buiikami
gliomil. Prace (Venkatesh et al. 2017, 2019) demonstruji, Ze neurondlni aktivita podporuje
proliferaci high-grade gliomii a reguluje rist gliomt prostfednictvim vylucovanych faktord.
Jednim z téchto klicovych faktorti je neuroligin-3 (NLGN3), ktery podporuje rist glioml
aktivaci Cetnych onkogennich signalnich drah. Dale bylo zjisténo, Zze vyznamnym ucinkem
NLGN3 je regulace exprese synaptickych gent v gliomech a Zze gliomové buniky se mohou
zapojit do synaptické komunikace s neurony v TME napf. prostfednictvim AMPA receptord.
Role TME je zkoumana také z imunitnich aspektl a tyto prace (Lieberman et al. 2019; Quail
and Joyce 2017) se shoduji v hodnoceni pediatrickych HGG jako nadord, které jsou
charakteristické svym imunosupresivnim mikroprostfedim, které komplikuje vyuZiti

imunoterapeutickych postupu.

Diagnoza DIPG stale miize byt adekvatné€ stanovena na zakladé typického MRI obrazu a
klinickych ptiznakii a mnoho zahrani¢nich pracovist’ biopsii v téchto pfipadech neindikuje.
Nicméné je evidentni, ze pokud je biopsie provddéna na neurochirurgickém pracovisti
s expertizou v téchto ptipadech, pro pacienta neni zdsadnim zpiisobem rizikova, a zejména
pokud je provadéna stereotaktickou jehlovou biopsii, jedna se o Setrnou metodu. Na nasem
pracovisti jsme timto zpisobem bioptovali v poslednich 3 letech 18 pacientli z 21 pontinnich
HGG bez zésadnich klinickych komplikaci. Ziskani takového vzorku je jedinym zplisobem, jak
patrat u konkrétniho pacienta po moznych cilitelnych alteracich a zaroven pfispét ke

kolektivnimu poznani biologie téchto nemocnéni. Nalez specifickych histonovych mutaci a
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souvisejicich mutaci v genech jako jsou TP53, ATRX, ACVRI/ALK2 a PI3KRI a PDGFRA,
poskytuje nové potencialni terapeutické cile a prognostické biomarkery, které by nemohly byt

bez diagnostickych biopsii rozpoznany.(Cohen et al. 2017)

Provedeni biopsie a extenzivniho molekularné biologického vySetfeni je vSak zcela nezbytné u
piipadi DIPG, které vykazuji atypicky obraz — at’ uz je to neobvykld vékova skupina (déti
mladsi nez 3 roky, nebo naopak adolescenti) ¢i piipady, které nenesou zcela jasny MRI obraz.
To dokazuje ndmi publikovany piipad 14 mési¢niho pacienta, ktery kromé nizkého véku nesl
vSechny charakteristiky DIPG.(Trkova et al. 2023) Nebyla vSak u ng nalezena mutace
v Histonu 3, a proto zvolena 1é¢ba intenzivni chemoterapii namisto fokalni radioterapie, ktera
by vtomto véku byla z dlouhodobého hlediska zatizena zdvaznymi nezadoucimi ucinky.
Dokumentovali jsme vynikajici 1écebny efekt, ktery by byl velmi piekvapivy u skute¢ného
DIPG. Dalsi vysetieni pak odhalila genovou fuzi MYB::QKI, ktera se typicky vyskytuje u low-
grade angiocentrickych gliomi, které byvaji vétSin¢ ptipadi lokalizovany hemisferdlné,
spojeny s klinickym obrazem epilepsie a velmi dobte fesSitelné resekci.(Bandopadhayay 2016)
Nador naseho pacienta vSak nenesl histologické charakteristiky angiocentrického gliomu.
V literatufe byly popsany vzacné ptipady pontinnich angiocentrickych gliomti nebo gliomu
nesoucich MYB::QKI genovou fuzi nebo MYB alteraci. Tyto dokumentované ptipady byly
vyborny klinicky efekt dlouhodobé remise nebyl popsan.(Chan et al. 2017; Chiang et al. 2019;
Ryall et al. 2020) Ttebaze nas pacient piedstavuje jednotlivy ptipad, dokladuje moznost
efektivniho vyuziti intenzivniho chemoterapeutického reZimu pro podobné situace s kompletni

molekularné biologickou charakterizaci.

Skupina nadord H3wt, kterou jsme molekularn€ biologicky charakterizovali, je velmi
heterogenni a identifikujeme v ni pacienty s dlouhodobym pteZitim, jak doklada 1 vySe popsany
piipad pacienta, ktery mize byt nyni zatfazen do skupiny ,,LGG-like*. V této skupin¢ se
nachdzeji pacienti s histologickym obrazem HGG nesouci alterace genu BRAF a methylacnimi
profily klastrujicimi s ,,Pilocytic astrocytoma® a ,,Pleomorphic xantoastrocytoma®. V této
skupin¢€ jsme dokumentovali median pieziti v dob¢ sledovani 12 let a moznost efektivniho
terapeutického vyuziti tyrosinkindzovych inhibitorti. Takto definované skupina je popséana i
v praci (Mackay et al. 2017), kde je dlouhodobé pteziti této skupiny pacientd spojovano i
s faktorem velmi nizkého véku v jejich skupiné ,,LGG-like” pacientii podobné jako u
infantilnich hemisférickych HGG. U této skupiny pacientt jsme objevili genové fuze NTRK,

umoziyjici vyuziti NTRK inhibitordi jako je napf. larotrectinib. V literatufe byly u téchto
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hemisferdlnich gliomti velmi malych déti popsany alterace v genech ALK, ROS, NTRK,
MET.(Clarke et al. 2020; Guerreiro Stucklin et al. 2019)

DalSimi tfemi vyznamnymi podskupinami H3wt HGG popsanymi mimo jiné v praci
(Korshunov et al. 2017) jsou skupiny pedHGG RTKI, pedHGG RTKII a pedHGG MYCN.
Skupina pedHGG RTKI je nejpocetnéji zastoupenou skupinou. Nachazime v ni zastupce
v podstaté dalSich dvou jednotek, a t€émi jsou HGG vzniklé na podkladé germindlni mutace
v genech zodpovédnych za opravu DNA, jako je napf. syndrom konstitutivniho deficitu genti
mismatch opravy (CMMRD) nebo Lynchliv syndrom, a radioterapii indukované gliomy.
Nadory vznikl¢é na zakladé poruchy opravy replikace DNA jsou charakteristické mikrosatelitni
nestabilitou a vysokou mutacni nalozi, ktera je v tomto piipadé definovana jako >10 mutaci na
megabazi. Tato vysokd somatickd mutacni naloZ a neustaly vznik dalSich neoantigenti vedou
k zvySené imunogenicite, kterd je u naddortt CNS jinak velmi neobvykla a otevira dvete pro
vyuZiti imunoterapie napt. PD-1 inhibitory.(Das et al. 2022) V této praci bylo dokumentovano
pouziti PD-1 inhibitorGi (nivolumabu a pembrolizumabu), které patfi mezi tzv. inhibitory
kontrolniho bodu u pacientti s hypermutantnimi HGG. Ve srovnani s podanim standardni 1é¢by,
kterou je RT a podani chemoterapie temozolomidu, byla zaznamenana u PD-1 inhibitort velmi
dobra lécebna odpoveéd’ s pravdépodobnosti celkového pieziti 39,3 % ve trech letech sledovani.
U HGG s hypermutantnim fenotypem byl také dokumentovan Casty vyskyt alteraci v MAPK
draze, ktery ukazuje na moznost vyuziti MEK inhibitorti u té€chto velmi agresivnich tumorti. U
nasi pacientky s hypermutantnim HGG (386 mutaci / Mb), somatickou mutaci POLE, MSHG6 a
NF1 genu jsme po radioterapii zah4jili inicidln€ poddvani PD-1 inhibitoru nivolumabu a pfi
progresi onemocnéni nasledné i MEK inhibitoru. Bohuzel pacientka podlehla progresi

onemocnéni 26 méesicl od diagnézy.

Vyznamna Cast nasi prace se vénovala molekularné biologické charakteristice kohorty pacienta
s radioterapii indukovanymi gliomy.(Trkova et al. 2024) RIG ptedstavuji zdvazné pozdni
nasledky radioterapie krania, které byly diagnostikovany 3-45 let po pfedchozi radioterapii pfi
1é¢be¢ primarniho onemocnéni (akutni lymfoblastické leukémie a nadory mozku). Bylo pro nas
ptekvapenim, Ze RIG ptedstavuji vice nez 20 % vSech intrakranidlnich intraaxialnich pozdnich
udalosti, které se vyskytly déle nez 3 roky po stanoveni primarni diagn6zy. RIG by proto mél
byt vyloucen ve vsSech ptipadech s podezienim na recidivu nebo progresi primarniho
onemocnéni po tomto ¢asovém horizontu. Dale jsme predstavili model odhadujici riziko vzniku
RIG na zékladé¢ homogenni konsekutivni kohorty 1éené v naSem centru v prubéhu 15 let.

Podafilo se ndm odhadnout, Ze kumulativni riziko RIG doséhne po 15 letech 3 %. Vzhledem k
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tomu, Ze v nasi a i jinych publikovanych kohortach byl zaznamenén rozvoj RIG u pacientti i 35
az 45 let po radioterapii, je velmi pravdépodobné, ze skute¢né riziko rozvoje RIG po vice nez
15 letech od primarni radioterapie 3 % piesahuje.(Leary et al. 2022) Radioterapeutické
kumulativni davky podavané pfi primarni 1é€bé se pohybovaly v rozmezi 12 az 59,4 Gy, coz
dokazuje, Ze 1 déti s akutni lymfoblastickou leukémii, které obdrzely pouze 12 Gy radioterapie
na oblast neurokrania, byly ohrozeny rozvojem RIG. To je v souladu s udaji z ,,The Childhood
Cancer Survivor Study“ (CCSS), které prokazaly riziko vzniku sekundarniho gliomu v
piipadech, kterym byla aplikovéana radioterapeutickd ddvka mozku nad 10 Gy.(Neglia et al.
20006)

RIG piedstavoval onemocnéni s velmi Spatnou prognézou s medianem celkového preziti 7,3
meésice. Tyto vysledky jsou podobné nepfiznivé jako u primarnich pediatrickych H3
mutovanych HGG. V kontrastu s t€émito udaji jsme identifikovali dva dlouhodobé¢ piezivajici
pacienty s RIG. Jednim z nich byla pacientka s IDH1 wildtype gliomatosis cerebri, kterou
nebylo mozné blize charakterizovat. Druhy pacient mél biologicky piiznivéjsi profil nadoru —
PXA s mutaci BRAF V600E. V literatufe je publikovano, Ze mala ¢ast nadorti RIG skute¢né
klastruje s PXA a jsou u nich zastizeny alterace MAPK drahy zahrnujici geny RAF1, NTRK?2,
ale také BRAF. Mutace BRAF V600E vSak nebyla v téchto pfedchozich studiich nikdy

reportovana.(Deng et al. 2021; DeSisto et al. 2021; Whitehouse et al. 2021)

Komplexni radiologicka charakteristika RIG v soucasné dob¢ v literatufe chybi. Jedinecnost
naSeho souboru spociva v tom, Ze vSichni pacienti byli vySetfeni na jednom odd¢€leni jednim
radiologickym tymem. Proto muizeme také poprvé poskytnout komplexni radiologickou
analyzu souboru pacientll s RIG. MRI obraz pacientli s RIG nejcastéji splitoval charakteristiky
1éze sytici se v periferii po podani kontrastni latky a tvotici tak kruhovy vzorec, hypointenzni v
T1, hyperintenzni v T2 a vykazujici perilesionalni edém ve FLAIR sekvenci. Pfi takovém
nalezu u pacienta s anamnézou radioterapie by mél by byt RIG soucasti diferencidlni diagnozy.
Nicméné v naSem souboru byly pozorovény i jiné vzory syceni, coZ naznacuje, ze absence
kruhovitého syceni nevylucuje diagnézu RIG. Také mize byt obtizné odlisit RIG od radia¢ni

nekrozy, k cemuz by mély v budoucnu piispét moderni perfuzni sekvence.

Komplexni molekuldrni charakterizace tkan¢ pacientli s RIG se ukdzala jako klicova pro
stanoveni spravné diagnozy a identifikaci moznych terapeutickych cilti. Morfologicka diagnoza
se ukazala byt nepfesnd, jak dokumentujeme v naSem souboru, kde nékolik nadorit bylo
histopatologicky uzavieno jako recidiva primarni diagndzy. U téchto pacientli upfesnila
diagnozu celogenomova metylacni array DNA a Heidelbergsky metylacni klasifikator. RIG
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klastrovaly s methylacnimi tfidami pedHGG_RTKI1, PXA nebo nemohla byt methyla¢ni tiida
urcena pro nizké kalibracni skore. Proto byla pro nékteré ptipady piinosna dalsi analyza (napf.
t-SNE klastrovani), ktera potvrdila spravnou metylacni tfidu. V nasi studii analyza t-SNE
dokézala spolehlivé zatadit nadory do podskupin pedHGG RTKI1 nebo PXA, véetné piipadl s
velmi nizkym kalibraénim skore. Spojeni nasi kohorty s dfive publikovanym souborem dat
(Deng et al. 2021) wukézalo, Ze vSechny vzorky klastrovali spedHGG RTKIb,
pedHGG RTKIl1c nebo PXA methylacni tfidou. Analyza CNV odvozena z tdajii o metylaci
DNA prokazala konzistentni ndlezy s piedchozimi studiemi dokumentujicimi vysokou
prevalenci amplifikace PDGFRA a homozygotni delece CDKN2A.(Deng et al. 2021; DeSisto
et al. 2021) Kromé¢ téchto rekurentnich CNV obsahovaly nékteré ptipady komplexni CNV
zmény s amplifikacemi geni CDK4 nebo MYCN. DNA sekvenovani odhalilo ve ctyfech
piipadech somatické jednonukleotidové varianty (SNV), véetné BRAF V600E a patogennich
somatickych variant v genech PIK3CA, PTEN a ROS1. V préaci (Deng et al. 2021) uvedli vysoce
prioritni cile ziskané ze sekvenovani RNA vzorkll RIG, véetné¢ fuzi gent MET, RAFI nebo
NTRK?. Bohuzel vytéznost RNA z nasi archivni tkdn€ nebyla dostatecna pro provedeni RNA
sekvenovani. Nicmén¢ nasSe studie a dfive publikované udaje jasné naznacuji, ze komplexni
molekularni hodnoceni tkdn¢ RIG je nesmirné dulezité. Kombinace analyzy CNV (pro
amplifikaci PDGFRA), sekvenovani DNA (fidici SNV) a RNAseq (genové fuze) vyznamné
zvySuje Sanci na odhaleni terapeutickych cili u tohoto onemocnéni s velmi neptiznivou

prognozou.

Klasifikace HGG a nadorG CNS jako takovych zlstava 1 nadale velmi dynamickym oborem,
kde neustale dochazi k objevovani a zptesiiovani novych molekularné biologickych podskupin.
Jejich zastupci se rekrutuji z riznych histopatologickych skupin a poukazuji na to, Ze
morfologicky obraz je k stanoveni pfesné diagnozy nedostateny a Casto i zavadgjici. Z HGG
je to napf. neuroepitelidlni tumor s PATZ-fuzi snejasnou linii pivodu, u kterého jsou
zastoupeny imunohistochemické markery glidlni, epitelidlni 1 neurondlni tkané.
Charakteristicky je pro néj nalez genové fuze MNI1::PATZ nebo EWSRI::PATZI a je spjaty
s intermediarni prognozou.(Alhalabi et al. 2021) Dalsi velmi recentné popsanou jednotkou je
Embryonalni tumor, PLAG(LI/L2) amplifikovany, kterému byly pfifazovany rtzné
histopatologické diagnozy, at’ uz HGG nebo meduloblastom ¢i jiny embryondlni tumor.
Charakteristickd je pro n€j amplifikace na chromozomu 6 (gen PLAGLI), chromozomu 20 (gen

PLAGL?2), nebo chromozomu 8 (gen PLAGI), které casto byva doprovazena zvysenou expresi
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genu RET, ktery miize byt potencidlnim terapeutickym cilem. U této vzacné jednotky tumorii

je muzské pohlavi vyznamny nepiiznivy prognosticky faktor.

Ackoliv moderni genetické a epigenetické metody pfinesly zejména v posledni dekadé revoluci
v detailni klasifikaci naddort CNS umoziujici vyznamny terapeuticky pokrok u mnoha
nadorovych skupin, zlistava jesté mnoho prace a usili pred nami, abychom dokézali takové

nadory jako jsou pediatrické HGG uspokojive 1éCit.
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6 Zaver

Tato disertacni prace se zabyvala komplexnim molekuldrné biologickym zkouméanim
pediatrickych high-grade gliomti (HGG) s cilem hloubéji pochopit jejich biologii a identifikovat
potencialni terapeutické cile. Hlavni hypotéza prace predpokladala, ze genetické a epigenetické

alterace urcuji heterogenitu a biologické chovani téchto nadord.

Préce GispéSné potvrdila tuto hypotézu prosttednictvim detailni charakterizace kohorty pacientt
s pediatrickymi HGG, vcetné¢ identifikace fidicich mutaci a epigenetickych zmén. Byla
prokazana zasadni role mutaci v genech pro histon H3, které jsou specifické pro pediatrické
HGG, vcetné jejich role v nadorové patogeneze v piipad¢ varianty histonové mutace H3

G34R/V.

V préci byl kladen diiraz na molekularné biologickou charakterizaci radioterapii indukovanych
gliomt (RIG), ktera pfedstavuje vyznamny piinos k pochopeni pozdnich nésledki radioterapie

u pediatrickych pacientl a biologie tohoto onemocnéni

Dal8im vyznamnym piinosem prace je poukdzani na heterogenitu skupiny HGG H3 wildtype,

kde byly identifikovany podskupiny s potencidlné piiznivéj$i prognodzou, zejména ve

podskupiné ,,LGG-like* a u infantilnich HGG s ndlezem NTRK fuzi.

Osobni pfinos doktorandky spociva v aplikaci kombinovaného pfistupu zahrnujiciho genetické
a epigenetické vyzkumné metody, coZ umoznilo komplexni charakterizaci pediatrickych HGG.
Tato prace ptfinasi ptivodni feseni v podobé¢ nove identifikovanych biomarkert a terapeutickych
cilt, které mohou vyznamné pfispét k dalSimu pokroku v 1é€bé této zavazné skupiny

onemocnéni.

7 Souhrn

Vysledkem této disertacni prace jsou celkem tfi hlavni publikace. Prvni z nich popisuje roli
onkohistonu H3, konkrétné¢ jeho mutace H3F3A G34R/V, a mutace genu PDGFRA, ktera je
pritomna netypicky v extracelularni, a ne kinazové doméné. Prokazali jsme, ze piitomnost
mutace extracelularni ¢asti proteinu vede k dimerizaci receptoru a dale k jeho konstitutivni
aktivaci a aktivaci MAPK drahy. Diky single-cell RNA sekvenovani bylo zjisténo, ze
prekuzorem tohoto nadoru neni glidlni ale interneutonovy prekuzor s vysokou expresi genu
GSX2. To je vyznamny objev pro pochopeni biologie tohoto letdlniho onemocnéni,
identifikujici moznosti jeho cilené terapie. Druhou publikaci je kazuistika pacienta s obrazem

nadoru DIPG-like, u kterého jsme zaznamenali vynikajici dlouhodobou odpovéd’ na intenzivni
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1é¢bu chemoterapii a identifikovali fuzi MYB::QOKI, ktera zatazuje pacienta do skupiny ,,LGG-
like*, ktera je spojena s velmi dobrou prognézou a dokladuje dilezitost biopsie pontinnich 1ézi
takovych pacientt. Tteti publikaci je komplexni molekularn¢ biologicka a klinicka analyza
kohorty pacienti s radioterapii indukovanymi gliomy. Pfindsi detailni genetickou a
epigenetickou charakteristiku téchto 1ézi, které je umoznuji spolehlivé rozlisit od recidivy
primarni diagnézy. Diky dlouhodobému sledovani pacientii ukazuje model rizika rozvoje
tohoto onemocnéni v Case a doklada dilezitost dispenzarizace téchto pacientii. Kromé téchto
publikaci vedla praktickd aplikace naSich vysledk k rozvoji precisni diagnostiky mnoha
pacientl s témito devastujicimi onemocnénimi a dal§Sim mulze pomoci pii hledani kurativni

16eby.
8 Summary

This work resulted in three main publications. The first describes the role of oncohistone H3,
specifically its H3F3A G34R/V mutation, and the PDGFRA gene mutation, which is present
atypically in the extracellular rather than the kinase domain. We have shown that the presence
of a mutation in the extracellular part of the protein leads to dimerization of the receptor and
further to its constitutive activation and activation of the MAPK pathway. Single-cell RNA
sequencing revealed that the precursor of this tumor is not a glial but an interneuronal precursor
with high expression of the GSX2 gene. This is a significant discovery for understanding the
biology of this lethal disease, identifying opportunities for targeted therapy. The second
publication is a case report of a patient with a DIPG-like tumor, in whom we observed an
excellent long-term response to intensive chemotherapy treatment and identified a MYB::QKI
fusion that classifies the patient as "LGG-like", which is associated with a very good prognosis
and demonstrates the importance of biopsy of pontine lesions in such patients. The third
publication is a comprehensive molecular biological and clinical analysis of a cohort of patients
with radiotherapy-induced gliomas. It presents detailed genetic and epigenetic characterization
of these lesions, which allows to reliably distinguish them from recurrence of the primary
diagnosis. Through long-term follow-up of patients, it shows the pattern of risk of developing
this disease over time and demonstrates the importance of dispensing these patients. In addition
to these publications, the practical application of our results has led to the development of
accurate diagnosis for many patients with these devastating diseases and may help others in

their search for curative treatment.
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