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Specifika biologie gliálních nádorů vysokého stupně malignity dětského věku  

Abstrakt 

Nádory centrálního nervového systému představují nejčastější malignitu z řad solidních tumorů 

dětského věku, přičemž gliomy vysokého stupně malignity tvoří jednu z nejagresivnějších 

podskupin. Přes pokrok v dětské onkologii zůstává prognóza dětí s gliomy vysokého stupně 

malignity nepříznivá, což podtrhuje potřebu hlubšího pochopení jejich biologie a vývoje 

nových terapeutických postupů. Diagnostika dětských nádorů centrálního nervového systému 

je komplexní a zahrnuje klinické, radiologické a patologické vyšetření, včetně nejnovějších 

molekulárně biologických technik, které hrají klíčovou roli v přesné klasifikaci a prognóze. 

WHO klasifikace nádorů centrálního nervového systému z roku 2021 představuje více než 100 

histopatologických jednotek, s významným rozšířením znalostí o molekulárních 

charakteristikách včetně genetických a epigenetických alteracích. Tato disertační práce se 

zaměřuje na komplexní molekulární charakterizaci kohorty dětských pacientů s gliomy 

vysokého stupně malignity, identifikaci klíčových onkogenních mutací, sekundárních alterací 

a methylačních tříd s cílem identifikace nových terapeutických cílů. Byla provedena detailní 

analýza molekulárních, radiologických a klinických charakteristik radioterapií indukovaných 

gliomů, které představují významný pozdní následek radioterapie a jsou součástí kohorty 

gliomů vysokého stupně malignity. Významným přínosem práce je zdůraznění heterogenity 

gliomů vysokého stupně malignity u dětí a odhalení specifických molekulárně biologických 

vzorců, které mohou sloužit jako potenciální terapeutické cíle. Detailní molekulární 

charakterizace radioterapií indukovaných gliomů dále poskytla důležité informace pro odlišení 

těchto nádorů od primárních gliomů vysokého stupně malignity a recidiv primárního 

onemocnění. Práce tak přináší nové poznatky o molekulární patogenezi dětských gliomů 

vysokého stupně malignity, podtrhuje význam integrace histopatologických, molekulárně 

genetických a radiologických dat pro přesnou diagnostiku a výběr optimální terapie, a 

naznačuje směry budoucího výzkumu v oblasti dětské neuroonkologie.  

 

Klíčová slova 

nádory centrálního nervového systému (CNS), gliomy vysokého stupně malignity (HGG), 

radioterapií indukované gliomy (RIG), molekulárně biologická charakterizace, WHO 

klasifikace nádorů CNS, onkogenní mutace, cílená terapie 
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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 
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Seznam použitých zkratek 

ALL – akutní lymfoblastická leukémie 

AT/RT – atypický teratoidní/rhabdoidní tumor 

CAR-T–T lymfocyty s chimerickým antigenním receptorem 

CMMRD – syndrom konstitutivního deficitu genů mismatch opravy  

CNS – centrální nervový systém 

CT – výpočetní tomografie 

CNV – změny počtu kopií 

DIPG – difúzní intrinsický pontinní gliom  

DMG – difúzní středočárový gliom 

ETMR – embryonální tumor s mnohovrstevnatými rozetami 

HGG – high-grade gliomy, gliomy vysokého stupně malignity 

H3 – Histon 3 

LGG – low-grade gliomy, gliomy nízkého stupně malignity 

MAPK – mitogenem aktivované proteinkinázy  

MRI – zobrazení magnetickou rezonancí 

NF1 – neurofibromatóza typ 1, NF2 – neurofibromatóza typ 2 

PA – pilocytický astrocytom  

pedHGG_MYCN – „Diffuse paediatric-type high grade glioma, MYCN subtype“  

pedHGG_RTK1 – „Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype“ 

pedHGG_RTK2 – „Diffuse paediatric-type high grade glioma, RTK2 subtype“  

PXA – pleomorfní xantoastrocytom  

RIG – radioterapií indukovaný gliom/gliomy 

TME – tumorózní mikroprostředí 

WHO – světová zdravotnická organizace 
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1 Úvod 

1.1 Nádory CNS dětského věku  

Nádory centrálního nervového systému (CNS) jsou po akutních lymfoblastických leukémiích 

(ALL) druhými nejčastějšími malignitami vyskytujícími se v dětském věku. Zároveň se jedná 

o nejčastější nádorová solidní onemocnění v této věkové skupině s incidencí 6,14 na 100 000 

ročně.(Ostrom et al. 2020) Bohužel je to zároveň skupina onemocnění, která je navzdory 

intenzivnímu výzkumu a pokroku v dětské onkologii zatížena největší letalitou.  Nádory mozku 

a míchy tvoři velmi diverzní a širokou skupinu, která se především díky novým molekulárně 

biologickým poznatkům prospektivně stále rozšiřuje. Současná WHO klasifikace z roku 2021 

(5.edice) nyní obsahuje více než 100 histopatologických jednotek nádorů CNS. Naše poznání 

ve smyslu původu, příčin a vývoje těchto onemocnění se díky využití „omik“ stále 

rozšiřuje.(Ostrom, Francis, and Barnholtz-Sloan 2021) 

1.2 Rizikové faktory  

Navzdory velkému pokroku v molekulárně biologickém poznání se o rizikových faktorech, 

které se podílejí na rozvoji nádorových onemocnění CNS u dětí, ví zatím jen málo. Výzkumu 

bylo podrobeno mnoho jak environmentálních, tak genetických faktorů, mezi kterými by mohl 

být nalezen ten klíčový pro rozvoj u většiny tumorů CNS. Bohužel žádný takto jednoznačný 

nebyl dosud identifikován.(Ostrom et al. 2019) Popsány jsou dosud dva zásadní faktory, a to 

jsou vrozené genetické predispozice a expozice radiačnímu záření. Ukazuje se, že expozice 

radiačnímu záření je u dětí rizikovější než u dospělých zejména na základě vyšší 

radiosenzitivity a delší době života, během které mohou rozvinout takto indukovanou 

malignitu.(Kleinerman 2006)  

Vrozené genetické predispozice byly identifikovány u zhruba 4 % dětských případů nádorů 

CNS. Mezi nejvýznamnější genetické syndromy patří v tomto případě Neurofibromatóza 1. a 

2. typu (NF1, NF2),Tuberózní skleróza, Gorlinův syndrom, Syndrom Li-Fraumeni, Syndrom 

konstitutivního deficitu genů mismatch opravy (CMMRD) a DICER1 syndrom.(Ostrom et al. 

2019) I přesto, že se jedná o velmi vzácné genetické predispozice, hrají významnou roli 

v managementu léčby nádorů CNS u dětí. Jejich identifikace je nutná pro správnou volbu léčby 

u pacienta, ať už ve smyslu cílené léčby, která je podmíněna nálezem příslušné genetické 

alterace, či s ohledem na toxicitu léčby, která může být u daných genetických syndromů 

významně vyšší. Důležitým faktorem je také další surveillance pacienta s ohledem na časnou 
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detekci dalších onemocnění, která mohou být s danou genetickou predispozicí spjata. Důležitý 

je rovněž případný screening a genetické poradenství dalších rodinných příslušníků.(Broniscer 

and Nichols 2018) 

 

1.3 Diagnostika 

1.3.1 Klinický obraz 

Stanovit u dítěte prvotní podezření na nádor CNS je klíčové, nicméně často velmi obtížné. 

Prvotní příznaky bývají často zaměňovány s běžnými bolestmi hlavy, poruchami chování, 

gastroenteritidou či psychomotorickým opožděním. Klinická prezentace nádorů CNS u dětí je 

velmi různorodá a pečlivá anamnéza spolu s neurologickým vyšetřením jsou klíčové kroky ve 

vyšetření takového dítěte.(Fleming and Chi 2012) Příznaky se odvíjejí od postižené části CNS, 

a to především v závislosti na tom, zda se jedná o supratentoriální, infratentoriální nebo míšní 

oblast. V případě infratentoriálních tumorů se jedná často o projevy zvýšeného intrakraniálního 

tlaku. Mezi ně patří typicky ranní bolesti hlavy, zvracení a otoky papily zrakového nervu. 

Zvýšený nitrolební tlak může také být spojen s parézou hlavových nervů, které se mohou 

projevit šilháním, dvojitým viděním, úklonem hlavy. U kojenců může vést k makrocefalii. 

Dramatickým projevem rychle zvýšeného intrakraniálního tlaku může být náhlá porucha 

vědomí.(Wilne et al. 2007) Dalšími příznaky provázející léze v infratentoriální oblasti mohou 

být parézy hlavových nervů, poruchy hybnosti, rovnováhy či kmenových reflexů.(Amid, 

Keene, and Johnston 2015) 

Jedním z nejčastějším z příznaků supratentoriálních tumorů bývají křeče.(Wilne et al. 2007) 

Dále to mohou být rozličné poruchy zorného pole, postižení endokrinních systémů, poruchy 

růstu a chování.(Amid et al. 2015) 

Primární míšní tumory jsou u dětí velmi vzácné, tvoří 2 % dětských nádorů CNS. V jejich 

klinické manifestaci se objevuje nejčastěji bolest zad, senzomotorické postižení či poruchy 

svěračů ve smyslu inkontinence či retence.(Amid et al. 2015) 

 

1.3.2 Zobrazovací metody 

Zobrazovací metody jsou zásadní v procesu diagnostiky i dlouhodobého sledování 

pacienta.(Stein and Ribeiro 2015) Výpočetní tomografie (CT) je vhodná při potřebě okamžitého 
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a rychlého vyšetření, je však samozřejmě spojena s radiologickou zátěží pacienta. 

Jednoznačnou metodou volby pro zobrazení struktur CNS je magnetická rezonance (MRI). Na 

základě moderních protokolů MRI jako je spektroskopie či perfuzní sekvence můžeme 

specifický nádor CNS velmi přesně definovat již na začátku diagnostického procesu.  

1.3.3 Histopatologické a molekulárně biologické vyšetření 

Tradiční histopatologické vyšetření kombinované s moderními metodami molekulárně 

biologického vyšetřování jsou nezbytnými kroky v diagnostice nádorů CNS. Zásadním 

faktorem v úspěšnosti tohoto procesu je centralizace takových pacientů a jejich vzorků, které 

se dostanou k rukám zkušených neuropatologů, kteří jsou zahrnuti do procesu vyšetřování ještě 

před samotným provedením biopsie. Některé diagnózy mohou být stanoveny okamžitě 

s použitím základního hematoxylin-eozinového barvení. Naopak mnohdy je třeba využít velmi 

detailních imunohistochemických, cytogenických, genetických a epigenetických vyšetřovacích 

nástrojů.(Diamandis et al. 2015) Do čela se nyní v neuropatologii dostává methylační array, 

která bude více spolu popsána v části Metodika.  

1.4 Klasifikace nádorů CNS  

Nádory CNS jsou velkou léčebnou výzvou dětské onkologie jako takové. K tomuto faktu 

přispívá i faktor jejich velmi velké heterogenity. Ta je zásadní především na molekulárně 

biologické úrovni, na které se mohou histologicky podobné jednotky velmi lišit. Vývoj na poli 

genetiky a epigenetiky přináší detailní charakteristiku jednotlivých podskupin nádorů, která je 

zásadní pro volbu vhodné léčby pacientů a zejména umožňuje pokrok v hledání nových 

cílených terapeutických postupů.(Pfister, Capper, and Jones 2018) Klasifikace WHO z roku 

2021 obsahuje více než 100 subtypů nádorů CNS. Základy se samozřejmě opírají o 

histologickou a imunohistochemickou charakteristiku, ale mnoho nových jednotek je 

definováno čistě na základě změn nádorového genomu a methylačního profilu.(Louis et al. 

2021) Detailní popis WHO klasifikace nádorů CNS není předmětem této práce. Velmi obecně 

lze nádory CNS dělit na gliální/glioneuronální a non-gliální.  

Mezi non-gliálními nádory tvoří v dětské neuroonkologii nejvýznamnější jednotku nádory 

embryonální. Z nich je klinicky nejvýznamnější skupina meduloblastomu, nejčastějšího 

maligního tumoru CNS dětského věku. Dále se do kategorie embryonálních nádorů řadí ETMR 

(embryonální tumor s mnohovrstevnatými rozetami) a AT/RT (atypický teratoidní/rhabdoidní 

tumor). Další významné skupiny non-gliálních nádorů dětského věku jsou pineální tumory, 



12 

 

kraniofaryngeom, meningiomy, tumory choroidálního plexu a další vzácné jednotky jako jsou 

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

Gliální/glioneuronální nádory lze rozdělit na ependymomy (jejichž bližší charakteristika není 

předmětem této práce), gliomy nízkého stupně malignity neboli low-grade gliomy (LGG) a 

gliomy vysokého stupně malignity neboli high-grade gliomy (HGG). Velmi zjednodušeně lze 

říci, že LGG a HGG se liší zejména dle stupně malignity, obě skupiny však skrývají mnoho 

molekulárně biologických jednotek, významně odlišných stran prognózy pacienta a možností 

léčby. LGG zde budou pouze stručně charakterizovány, jelikož hlavní pozornost ve zpracování 

této disertační práce byla věnována komplexní molekulárně biologické a klinické 

charakteristice kohorty pacientů s dětskými HGG. 

Low-grade gliomy tvoří více než 30 % všech nádorů CNS dětského věku a jsou tak nejčastějším 

neuroonkologickým nádorem u dětí vůbec.(Ostrom et al. 2015) Histologicky tvoří smíšenou 

skupinu gliálních a glioneuronálních tumorů, které se však velmi liší svými molekulárně 

biologickými charakteristikami. Prognosticky se jedná o skupinu pomalu rostoucích, obvykle 

nemetastazujících tumorů nízkého stupně malignity (WHO grade I-II), jejíž jednotky jsou 

ovšem spojeny s velmi variabilní prognózou. Pokud je možná kompletní resekce, pak je 

desetiletá doba přežití bez progrese více než 85 %.(Wisoff et al. 2011) Naopak u tumorů 

resekčně nepříznivě uložených je to méně než 50 % a pacienti jsou zatíženi významnou 

morbiditou, která může být způsobena především souvisejícími endokrinopatiemi, poruchami 

vidění, motorickými či senzorickými dysfunkcemi a neurokognitivním deficitem.(Armstrong 

et al. 2009; Bandopadhayay et al. 2014; Manoharan et al. 2023; Merchant et al. 2009) Na rozdíl 

od histologicky podobných lézí u dospělých, dětské LGG ve většině případů netransformují do 

vyšších stupňů malignity a zdá se, že při přechodu do dospělosti jejich růst dokonce 

utichne.(Bandopadhayay et al. 2014; Krishnatry et al. 2016) Společnou charakteristikou těchto 

nádorů je jednorázový onkogenní zásah, který se nachází v RAS/MAP kinázové dráze. Zhruba 

20-30 % LGG je lokalizovaných v průběhu zrakové dráhy s nejvyšší incidencí během první 

dekády života. Ačkoliv většina z nich vzniká sporadicky, až u jedné třetiny pacientů je 

diagnostikována NF1, což vedlo i k iniciálnímu poznání MAPK alterací u těchto 

pacientů.(Paulsson et al. 2018)  

Nejnovější WHO klasifikace nádorů CNS klade důraz na integraci histopatologických a 

molekulárních charakteristik LGG s cílem usnadnit jejich diagnostiku. Rozděluje pediatrické 

LGG na tři velké skupiny: “Circumscribed astrocytic gliomas“ tzv. ohraničené astrocytární 
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gliomy, “Paediatric-type diffuse low-grade gliomas“ tzv. difúzní pediatrické low-grade gliomy 

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

Nejčastěji zastoupenými nádory ze skupiny ohraničených astrocytárních gliomů je pilocytický 

astrocytom (PA) a pleomorfní xantoastrocytom (PXA). Pilocytický astrocytom (WHO grade I) 

je nejčastějším histologickým typem dětských LGG vůbec. Lokalizován je obvykle v zadní 

jámě lební a v průběhu optické dráhy dále v mozkových hemisférách a hlubokých 

středočárových strukturách. V podstatě všechny PA nesou genetickou alteraci v MAPK dráze, 

zahrnující mutace genu NF1 (obvykle germinální), bodové mutace v exonu 15 genu  BRAF, 

(BRAF V600E), genovou fúzi KIAA1549::BRAF, mutace nebo genové fúze genů KRAS a 

FGFR1.(Jones et al. 2013; Khater et al. 2019; Zhang et al. 2013) Pleomorfní xantoastrocytom, 

nejčastěji lokalizovaný supratentoriálně v oblasti temporálního laloku, se klinicky u pacientů 

často manifestuje křečemi.(Ida et al. 2015) Molekulárně biologicky je charakterizován 

přítomnosti mutace BRAF V600E či jinými alteracemi v MAPK dráze a homozygotní delecí v 

genu CDKN2A/B.(Ida et al. 2015; Phillips et al. 2019) 

Významnými zástupci skupiny difúzních pediatrických low-grade gliomů jsou difúzní 

astrocytom MYB, MYBL1 alterovaný a difúzní low-grade gliom s alterací MAPK dráhy. 

Angiocentrický gliom (WHO grade I), lokalizovaný obvykle kortikálně, je charakterizovaný 

genovou fúzí MYB::QKI případně jinou MYB alterací.(Louis et al. 2021) 

Častým zástupcem skupiny glioneuronálních tumorů u dětí a mladých dospělých je 

dysembryoplastický neuroepiteliální tumor WHO grade I, charakteristický nálezem alterace 

v genu FGFR1 a gangliogliom WHO grade I, obvykle s přítomnou alterací v MAPK dráze. 

Poznání genových alterací u LGG v RAS/MAPK dráze a poznatek, že za rozvojem těchto 

nádorů stojí mutace nebo fúze jednoho genu, přineslo zásadní průlom v léčbě pacientů. Terapie 

tyrosinkinázovými inhibitory – nejčastěji BRAF inhibitory nebo MEK inhibitory jako 

Dabrafenib, Trametinib a Selumetinib – je nyní vedle neurochirurgie, chemoterapie a případně 

radioterapie standardní součástí léčby LGG.(Bouffet et al. 2022; Fangusaro et al. 2021; 

Nicolaides et al. 2020; Wright et al. 2020) Navzdory velkému pokroku, který se odehrává v 

léčbě LGG, zůstává v tomto poli zejména kvůli chronicitě části těchto nádorů mnoho výzev, 

týkajících se délky podávání léčby a jejích dlouhodobých následků. 
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1.5 Gliomy vysokého stupně malignity u dětí  

Gliomy vysokého stupně malignity neboli high-grade gliomy (HGG) tvoří zhruba 10 % 

dětských nádorů CNS u dětí. Bohužel se zároveň jedná o vysoce agresivní malignitu s nejvyšší 

letalitou v dětské onkologii vůbec. Prognóza dlouhodobého přežití u těchto pacientů je méně 

než 10 %.(Mackay et al. 2017)  To je jeden ze zásadních faktorů, kvůli kterému se 

neuroonkologický výzkum upíná k poznání těchto onemocnění a hledání nových 

terapeutických možností. 

Většinu dětských HGG tvoří primární HGG, zatímco u dospělých vznikají často maligní 

transformací z LGG. Vzácnou, nicméně velmi důležitou skupinu HGG tvoří tzv. radioterapií 

indukované gliomy. Radioterapie v léčbě primárního onemocnění je prokazatelně jediný vnější 

faktor, který se na vzniku HGG podílí. Radioterapií indukované gliomy mohou vznikat u 

ozářených pacientů s mediánem 9 let od léčby jejich primárního onemocnění 

radioterapií.(Leary, Anderson-Mellies, and Green 2022) Molekulárně biologická 

charakteristika radioterapií indukovaných gliomů byla jedním z výzkumných cílů této práce a 

bude popsána v části Výsledky.  

Historicky byly HGG ve WHO klasifikaci klasifikovány jako anaplastický astrocytom (WHO 

grade III) nebo glioblastom (WHO grade IV). Současná WHO klasifikace již definuje několik 

entit na základě genetických a epigenetických poznatků posledních dvou dekád. Zároveň je 

nyní již jisté, že se pediatrické HGG velmi liší svými molekulárně biologickými vlastnostmi od 

svých dospělých protějšků, a proto ve WHO klasifikaci tvoří samostatnou skupinu High-grade 

gliomy dětského typu.(Louis et al. 2021) Ta se rozděluje na čtyři typy pediatrických HGG: 

Difúzní středočárový gliom, H3 K27 alterovaný, Difúzní hemisferální tumor H3 G34 

mutovaný, Difúzní high-grade gliom pediatrického typu, H3-wildtype, IDH-wildtype a 

Infantilní hemisférický gliom. Tyto typy se klinicky liší svou anatomickou lokalizací, věkovou 

predilekcí a prognózou.  

Mutační nálož u HGG je ve srovnání s HGG dospělých poměrně nízká, její medián je zhruba 

15 nesynonymních kódujících mutací na nádor.(Wu et al. 2014) Variabilita je v tomto ohledu 

velmi široká mezi jednotlivými typy HGG. U infantilních HGG je mutační nálož velmi nízká – 

s mediánem 2, naopak u dětí s vrozenou genetickou predispozicí CMMRD je to medián více 

než 6 000 nesynonymních kódujících mutací na nádor.  
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Také u HGG se nacházejí genetické mutace v kanonických drahách, jež se podílejí na vzniku 

difúzních gliomů u dospělých, jako je např. dráha TP53, dráha PI3K či dráha RB1, ale 

frekvence specifických mutací se liší.(Mackay et al. 2017; Sturm et al. 2014) 

Jak již bylo zmíněno, vznik pediatrických HGG maligní transformací z LGG je vzácný. Ovšem  

u supratentoriálních HGG, u kterých nacházíme mutaci BRAF V600E a CDNK2A deleci, byl 

tento proces popsán u primárních low-grade gangliogliomů či pleomorfních 

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

U části tumorů velmi malých dětí  histopatologicky odpovídajících glioblastomu se setkáváme 

s nálezem mutace BRAF V600E, delecí genu CDKN1A/B a methylačním profilem 

odpovídajícím pleomorfnímu xantoastrocytomu: nyní tuto skupinu nazýváme „PXA-

like“.(Korshunov et al. 2015; Mackay et al. 2017) Podobně je u HGG velmi malých dětí popsán 

výskyt genových fúzí BRAF, tato skupina je označována jako „LGG-like“ a spojena s velmi 

dobrou prognózou.(Mackay et al. 2017) 

Molekulárně biologickou značkou, která je charakteristická pro pediatrické HGG, jsou alterace 

postihující geny regulující epigenetické modifikace genomu. Pediatrické HGG byly popsány 

v roce 2012 jako vůbec první nádorové onemocnění, které je řízeno přímo histonovou 

mutací.(Schwartzentruber et al. 2012) Ta se skutečně vyskytuje u více než 50 % pediatrických 

HGG a u méně než 1 % HGG dospělých. Jedná se o hotspot mutace v genu pro histon 3 – 

konkrétně geny HIST1H3B a H3F3A, kódující varianty histonu 3 H3.1 respektive 

H3.3.(Schwartzentruber et al. 2012)  

Jedná se o substituce aminokyselin na N-konci histonu 3, který vyčnívá z core nukleosomu, a 

který podléhá významným posttranslačním modifikacím ovlivňujících stav chromatinu a další 

buněčné procesy. Mutace K27M způsobená substitucí aminokyselin lyzin za methionin v pozici 

27 vede ke ztrátě trimethylace tím, že blokuje Polycomb represive complex 2, který katalyzuje 

methyl transferázovou aktivitu proteinu Enhancer of Zeste Homolog Protein (EZHIP). 

Trimethylace vede za normálních okolností ke kompakci chromatinu a represi transkripce – 

tento stav je mutací narušen.(Kasper and Baker 2020) 

Mutace G34R/V způsobená substitucí glycinu za arginin nebo valin v pozici 34 je vzácnější 

variantou. Přesný mechanismus, jakým se podílí na onkogenezi, není tak jednoznačný jako u 

mutace K27M. Nicméně díky recentnímu výzkumu, na kterém se podílela i naše skupina (jak 

bude více uvedeno v sekci Výsledky), je možný mechanismus efektu mutace v biologii 

onemocnění lépe objasněn.  
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Ostatní významné molekulárně biologické alterace budou dále popsány u jednotlivých typů 

pediatrických HGG dle WHO klasifikace. 

1.5.1 Difúzní středočárový tumor, H3 K27 alterovaný 

Difúzní středočárový tumor, H3 K27 alterovaný (WHO grade IV) je anatomicky lokalizován 

v oblasti mozkového kmene – historicky a často i nyní běžně označovaný v této lokalitě jako 

difúzní intrinsický pontinní gliom (DIPG), či v oblasti thalamu – často bilaterálně, u 

adolescentů pak také unilaterálně nebo v oblasti míchy – v literatuře označovaný obecně jako 

difúzní středočárový gliom (DMG). Až 40 % DIPG se chová metastaticky.(Buczkowicz, 

Bartels, et al. 2014) Většina pacientů s DIPG se prezentuje velmi krátkou anamnézou – méně 

než dva měsíce - s typickými příznaky, kterými jsou paréza hlavových nervů, porucha 

pyramidové dráhy a ataxie. U DMG jsou to obvykle projevy nitrolební hypertenze a 

senzomotorický deficit.(Hoffman et al. 2018; Steinbok et al. 2016) Tato velmi agresivní 

onemocnění postihují nejčastěji věkovou skupinu s mediánem 5 let věku u DIPG, u DMG pak 

o něco starší pacienty okolo 7-8 let. Diagnóza DIPG může být stanovena pouze na základě 

typického klinického průběhu a obrazu na MRI, který zobrazuje masu zasahující >50 % 

mozkového kmene, zaujímající arterii basilaris, je T1 hypointensní, T2 hyperintensní, nesytí se 

po podání kontrastní látky a neobsahuje cystickou či exofytickou složku.(Cohen, Jabado, and 

Grill 2017) Dle zvyklostí pracoviště může být ovšem provedena biopsie, což dle zkušeností 

našeho pracoviště v případě endoskopického jehlového provedení znamená minimální zátěž a 

riziko pro pacienta. Nádorová masa difúzně infiltruje parenchym CNS, přítomny mohou být 

hemoragické a nekrotické podíly. Histopatologicky nacházíme obvykle malé, monomorfní 

buňky, ale mohou být i polymorfní a vykazovat astrocytární, piloidní, oligodendrogliální, 

obrovskobuněčnou, nediferencovanou nebo epiteloidní cytologii.(Solomon et al. 2016) V 

patogenezi tohoto onemocnění hraje hlavní roli ztráta trimethylace H3 (K27me3) na podkladě 

mutace H3.3/H3F3A K27M nebo H3.1/HIST1H3B K27M, jak bylo popsáno výše. U H3 

wildtype tumorů je ztráta K27me3 způsobena obvykle vysokou expresí EZHIP.(Bender et al. 

2013; Lewis et al. 2013, 2013) S tímto mechanismem se sekáváme obzvláště u bithalamických 

gliomů, u kterých častěji nacházíme i alterace v genu EGFR (amplifikace či bodové 

mutace).(Sievers et al. 2021) Somatické heterozygotní mutace genů pro histony jsou obvykle 

doprovázeny řadou dalších somatických mutací, které mohou tvořit klonální 

subpopulace.(Hoffman et al. 2016; Nikbakht et al. 2016; Vinci et al. 2018) Tyto kanonické 

mutace spojené se vznikem nádorových onemocnění jsou specifické pro dané typy – mutace 

v genech TP53, PPM1D, ATM, jsou častější u H3F3A K27M, mutace genů ACVR1, EGFR, 
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PIK3CA, PIK3R1, PTEN z velké části u podtypu s mutací HIST1H3B K27M.(Buczkowicz, 

Hoeman, et al. 2014; Fontebasso et al. 2014; Nikbakht et al. 2016) 

Prognosticky se jedná o velmi nepříznivé, letální onemocnění s prognózou přežití dvou let <10 

%.(Mackay et al. 2017) U pacientů s nádory nesoucími mutaci HIST1H3B K27M nebo 

vykazujícími overexpresi EZHIP je celková doba přežití 16 měsíců, u pacientů s nádory 

s H3F3A K27M mutací je to 11 měsíců.(Castel et al. 2018, 2020; Hoffman et al. 2018) 

Standardním terapeutickým postupem je v současné době fotonová fokální radioterapie v dávce 

54 Gy. Mutace v genu TP53 je spojována s možnou radiorezistencí.(Werbrouck et al. 2019) 

Podávání konkomitantní chemoterapie se v klinických studiích neukázalo jakkoliv účelné pro 

prodloužení délky života pacientů. V současné době probíhá mnoho klinických studií s novými 

způsoby léčby, jak bude více popsáno v části Diskuze. 

 

1.5.2 Difúzní pediatrický gliom H3 G34 mutovaný 

Difúzní pediatrický gliom H3 G34 mutovaný (WHO grade 4) je lokalizován v mozkových 

hemisférách. Popisován je jeho infiltrativní růst postihující středočárové struktury a 

leptomenigeální metastatický rozsev. Klinicky se manifestuje v závislosti na lokalizaci křečemi 

či senzomotorickými poruchami. Toto onemocnění postihuje starší děti s mediánem 13-14 let. 

U této skupiny nádorů je pohlavní predominance chlapců versus dívek 1,4:1.(Korshunov et al. 

2016; Mackay et al. 2017) Histopatologicky má difúzní pediatrický gliom H3 G34 mutovaný 

glioblastomový charakter s vysokou buněčností a mitotickou aktivitou vysoce agresivního 

astrocytárního tumoru, často s nálezem mikrovaskularizace a nekrózy.(Korshunov et al. 2016; 

Mackay et al. 2017) V patogenezi tohoto onemocnění hraje zásadní roli missense mutace v genu 

H3F3A, která vede k záměně aminokyseliny glycinu za arginin nebo valin (viz výše). Zhruba 

u 90 % těchto nádorů je přítomna mutace genu TP53 a u 95 % se nachází alterace ATRX. Naopak 

přítomnost mutace H3F3A G34R/V se vzájemně vylučuje s nálezem H3F3A K27M a mutací 

v genu IDH1/2.(Sturm et al. 2012) Difúzní pediatrické gliomy, H3 G34 mutované vykazují 

obvykle celkovou hypomethylaci DNA, ačkoliv promotor genu pro methyl-guanin 

methyltrasferázu (MGMT) bývá často methylován.  

Prognóza těchto pacientů je jen o něco málo příznivější než u DMG a to 18-22 měsíců doby 

celkového přežití.(Korshunov et al. 2016) Na tomto faktu se podílí zejména možnost resekce 

v anatomicky příznivější lokalizaci mozkových hemisfér. Ta je poté rovněž následována 

fokální radioterapií. 
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1.5.3 Difúzní pediatrický high-grade gliom, H3-wildtype a IDH-wildtype 

Difúzní pediatrický high-grade gliom, H3-wildtype a IDH-wildtype (WHO grade 4) se 

vyskytuje v široké věkové skupině dětí, adolescentů a mladých dospělých. Jsou definovány 

celkem tři jeho molekulárně biologické třídy na základě methylačního profilování: „Diffuse 

paediatric-type high grade glioma, RTK1 subtype“ ( pedHGG_RTK1), „Diffuse paediatric-type 

high grade glioma, RTK2 subtype“ (pedHGG_RTK2) a „Diffuse paediatric-type high grade 

glioma, MYCN subtype“ (pedHGG_MYCN).(Louis et al. 2021) Anatomicky je lokalizován 

také spíše nespecificky v oblastech jak supratentoriálních tak infratentoriálních, v oblasti 

mozkového kmene a mozečku.(Korshunov et al. 2017) MRI obraz odpovídá ostatním high-

grade gliomům, obvykle se jedná o tumor sytící se po podání kontrastní látky způsobující efekt 

masy okolní tkáně.(Korshunov et al. 2017; Tauziède-Espariat et al. 2020) Histopatologický 

obraz tvoří maligní tumor glioblastomového typu s vysokou mitotickou aktivitou, možnou 

přítomností mikrovaskularizace a nekrotických podílů nebo primitivní nediferencované 

morfologie.  

V jejich molekulárně biologické diagnostice by měly být nejprve vyloučeny mutace v genu pro 

Histon 3, IDH1,2. Další genetické testování může u těchto nádorů odhalit mutace v genu TP53, 

alterace genu NF1, amplifikace nebo mutace genu EGFR, amplifikace genu MYCN. Tři 

molekulárně biologické podskupiny jsou jasně rozlišeny na základě methylačního profilování.  

U tumorů podskupiny pedHGG_RTKI je obvykle přítomna amplifikace genu PDGFRA (~33 

% případů), u pedHGG_RTK II je to amplifikace genu EGFR (~50 % případů) a jak název 

napovídá amplifikace genu MYCN u MYCN podskupiny (~50 % případů).(Korshunov et al. 

2017)  

Prognosticky se jedná opět o skupinu velmi agresivních onemocnění s dvouletým přežitím u 

23,5 % pacientů a mediánem celkové doby přežití 17,2 měsíce. O využití potenciálně 

cílitelných změn pro podání léčby, kterými mohou být rekurentní změny PDGFRA či EGFR, 

existuje zatím jen málo údajů a jejich efektivita nebyla dostatečně prokázána. U pacientů 

s genetickou predispozicí CMMRD nebo Lynchovým syndromem, jejichž HGG obvykle 

klastrují se skupinou pedHGG_RTKI, nacházíme tumory s hypermutantním fenotypem, u 

kterých může být s částečným efektem použita imunoterapie tzv. check-point 

inhibitory.(Mackay et al. 2018) Do skupiny pedHGG_RTKI spadají také ve většině případů 

radioterapií indukované gliomy, které budou více charakterizovány v části Výsledky. 
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1.5.4 Infantilní hemisferální gliom 

Infantilní hemisferální gliom je, jak lze z názvu vyčíst, tumor nacházející se v mozkových 

hemisférách u pacientů velmi nízkého věku – obvykle v prvním roce života. Morfologicky se 

ve většině případů jedná o velkou nádorovou masu, kterou může tvořit jak cystická, tak solidní 

složka a obsahovat prokrvácené a nekrotické složky. Histopatologicky byl dříve často mylně 

zaměňován za anaplastický gangliogliom, ependymom nebo primitivní neuroektodermální 

nádor CNS. Patogeneticky se na jejich vzniku podílejí genové fúze genů pro tyrosinkinázy 

NTRK1, NTRK2, NTRK3, ALK, ROS1 nebo MET s různými fúzními partnery. Způsobují 

aberantní expresi aktivní kinázové domény, což vede k vývoji nádoru prostřednictvím 

signalizace kanonickými cestami dráhy PI3K a/nebo MAPK. Obvykle nejsou přítomny žádné 

další genetické změny, což činí nádory obzvláště citlivé na cílenou inhibici příslušných 

tyrosinkinázových receptorů. Tyto fúzní geny jsou přítomny u 60-80 % případů a jsou 

terapeuticky využívány. Jedná se tedy o prognosticky příznivější onemocnění než u HGG 

starších dětí. Ve studiích bylo prokázáno, že pacienti s nádory s fúzí genu ALK mají delší 

celkové pětileté přežití než pacienti s nádory, které nesly změny ROS1 (53,8 % vs. 25 %), a 

pacienti s nádory s pozitivní NTRK fúzí měli střední prognózu s mírou celkového pětiletého 

přežití 42,9 %.(Guerreiro Stucklin et al. 2019) Prognózu těchto stále velmi agresivních a 

devastujících onemocnění může dále zlepšit léčba specifickými inhibitory, jejichž efektivita je 

nyní hodnocena v klinických studiích. (Clarke et al. 2020) 

2 Cíle práce 

Hypotéza: Genetické a epigenetické alterace určují heterogenitu a biologické chování u 

primárních pediatrických HGG a radioterapií indukovaných gliomů. 

Prvním cílem této práce byla komplexní molekulární charakterizace unikátní historické kohorty 

pacientů s pediatrickými HGG. Definovali jsme u nich známé onkogenní mutace (jako např. 

v genu pro H3, BRAF, IDH1 a IDH2) a u vybraných dokázali určit i sekundární alterace a jejich 

prognostický význam. U klíčové řídící mutace H3F3A G34R/V jsme se podíleli na objasnění 

jejího významu v nádorové patogenezi. 

Druhým cílem bylo určit biologické a epigenetické pozadí u vzorků s absencí onkogenních 

mutací zhodnocením celogenomového methylačního profilu pomocí nového Heidelbergského 

klasifikátoru. Tím bylo možné ověřit, zda histopatologická diagnóza koreluje s biologickým 

chováním pediatrických HGG. Definovali jsme unikátní podskupiny v kohortě pediatrických 
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HGG, které se odlišují svým biologickým chováním, prognózou a přítomností potenciálních 

terapeutických cílů. 

Třetím cílem byla molekulárně-biologická a klinická charakteristika kohorty pacientů 

s radioterapií indukovanými gliomy, která vedla k poznání jejich biologických vlastností. 

Provedli jsme srovnání jejich molekulárně biologických charakteristik se skupinou jejich 

primárních protějšků. Díky komplexním klinickým informacím a dlouhodobému sledování 

pacientů bylo možné určit míru rizika rozvoje tohoto onemocnění u pacientů, kteří podstoupili 

radioterapii v rámci léčby svého primárního onemocnění. 

3 Metodika 

Předmětem výzkumu byla kohorta 114 klinicky anotovaných pacientů od roku 2000 do roku 

2023. Molekulárně biologicky se nám podařilo charakterizovat 100 pacientů. U pacientů 

s dostupnými vzorky jsme použili Sangerovo sekvenování na nejčastější bodové mutace u HGG 

v genech pro histon H3, IDH1,2, BRAF, ACVR1, FGFR1, PIK3CA; dále celogenomovou 

methylační array (Illumina Infinium MethylationEPIC BeadChip) a u vybraných vzorků 

sekvenování nové generace (NGS) a to jak DNA i RNA sekvenování. 

Podrobný popis molekulárně biologických metod použitých při vyšetřování nádorových vzorků 

je uveden v každé z přiložených publikací, které jsou hlavní součástí výsledků této práce. Zde 

uvádím detailní popis methylační array a Heidelbergského klasifikátoru, protože se jedná o 

moderní nástroj, který zásadně ovlivnil klasifikaci tumorů CNS v poslední dekádě. 

3.1 Methylační array 

Složitost a rozmanitost nádorů CNS dle WHO klasifikace značí také velkou náročnost přesné 

diagnostiky. Historicky byla konkrétní diagnóza stanovována klasickými histopatologickými 

metodami, což vedlo ke značné variabilitě mezi pozorovateli, zejména v případech difuzních 

gliomů, ependymomů a supratentoriálních primitivních neuroektodermálních nádorů. Tato 

subjektivita posuzování komplikuje klinické rozhodování a interpretaci klinických studií. 

Během postupného vývoje poznání a aktualizace WHO klasifikace byly vyčleněny molekulární 

skupiny pro některé typy nádorů, jako je například meduloblastom či H3 mutovaný 

středočárový gliom. Standardizace diagnostických testů včetně genového sekvenování, 

fluorescenční in situ hybridizace nebo imunohistochemie však zůstává náročná. Analýza 

methylace DNA doplňuje klasické diagnostické principy a nabízí řešení mnoha těchto 

problémů. Klasifikace nádorů CNS založená na využití methylační array představuje revoluční 
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přístup v onkologii, iniciálně zejména v neuroonkologii, ale nyní již i při klasifikaci dalších 

solidních tumorů, např. sarkomů. Tato metoda využívá jedinečné epigenetické vzorce 

methylace DNA k rozlišení různých typů nádorů CNS a nabízí přesný a komplexní diagnostický 

nástroj. Nádorový methylom odráží somatické změny, ale dokáže identifikovat i buňku původu. 

Profilování metylace DNA se ukázalo jako robustní a reprodukovatelné, a bylo nápomocné při 

subklasifikaci skupin nádorů CNS, které byly dříve považovány za homogenní.(Capper et al. 

2018) 

3.1.1 Princip metody 

Methylace DNA je epigenetický mechanismus, který zahrnuje přidání methylové skupiny do 

molekuly DNA, obvykle na cytosinovou bázi dinukleotidů CpG. Tato modifikace může změnit 

genovou expresi, aniž by se změnila sekvence DNA, ovlivnit buněčnou funkci a přispět k vývoji 

a diferenciaci buněk. Nádorové buňky často vykazují odlišné methylační profily ve srovnání s 

normálními buňkami. Tyto vzorce mohou sloužit jako biomarkery pro identifikaci přítomnosti 

a typu nádorů.(Capper et al. 2018) 

Během našeho výzkumného a diagnostického procesu používáme technologii Illumina 

Infinium MethylationEPIC BeadChip Kit, dle následujícího pracovního postupu (převzato a 

zjednodušeno z pracovního postupu od firmy Illumina)  

1.Extrakce a kvantifikace DNA: Prvním krokem je extrakce nejméně 250ug DNA z nádorových 

buněk získaných ze zamraženého či parafinového bločku (FFPE), ve kterém patolog vyhodnotí 

dostatečné procento zastoupení nádorových buněk (více než 50 %). 

2. Bisulfitová konverze: Extrahovaná DNA podstoupí bisulfitovou konverzi, při které se 

nemethylované cytosiny přemění na uracil, zatímco methylované cytosiny zůstanou 

nezměněny. Tato konverze je klíčová pro rozlišení mezi methylovanými a nemethylovanými 

sekvencemi DNA. 

3. Amplifikace a fragmentace: Bisulfitově upravená DNA je poté amplifikována a enzymaticky 

fragmentována pro přípravu k hybridizaci.  

4. Hybridizace na čipech: Fragmentované produkty DNA jsou následně denaturovány a 

hybridizovány na čipech, které obsahují více než 850 000 sond navržených pro zkoumání 

specifických CpG míst 14 495 genů lidského genomu. Hybridizace na čip probíhá 

prostřednictvím alelově specifického annealingu buď na methylačně specifickou sondu, nebo 
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na nemethylační sondu. Po hybridizaci následuje jednobázová extenze s dideoxynukleotidy 

značenými haptenem.  

5. Zobrazování a analýza dat: Po inkorporaci těchto dideoxynukletotidů značených haptenem 

se provádí vícevrstevné imunohistochemické barvení kombinací protilátek, aby se oba typy 

odlišily. Po barvení se čip naskenuje a je analyzován patentovaným softwarem a jsou vypočteny 

poměry intenzity fluorescence mezi oběma typy sond. Pro daného jedince na daném lokusu se 

hodnota poměru 0 rovná nemethylaci lokusu (tj. homozygotní nemethylaci); poměr 1 se rovná 

úplné metylaci (tj. homozygotní methylaci); a hodnota 0,5 znamená, že jedna kopie je 

methylovaná a druhá ne (tj. heterozygotnost), v diploidním lidském genomu. Výsledná data 

tvoří komplexní metylační profil vzorku. 

6. Interpretace a vývoj methylačního klasifikátoru: Posledním krokem je interpretace 

metylačních dat v kontextu klasifikačních kritérií. Pro stanovení příslušné methylační třídy byl 

vyvinut softwarový nástroj veřejně dostupný na stránkách německé výzkumné skupiny DKFZ 

(German Cancer Research Center) https://www.molecularneuropathology.org/ označovaný 

v neuroonkologické komunitě jako Heidelbergský klasifikátor. Referenční kohorta vzorků, se 

kterou je srovnáván a klastrován vyšetřovaný vzorek, obsahuje nyní více než 100 000 případů. 

Při spuštění veřejné verze klasifikátoru 11b4 v roce 2017 bylo definováno 82 methylačních tříd 

s charakteristickým methylačním profilem, které se prospektivně dále rozšiřují. V roce 2022 to 

bylo ve verzi klasifikátoru 12.5 celkem 147 tříd a 184 podtříd a procento nádorů, které nebylo 

možné přiřadit k žádné z dosud popsaných skupin, se snížila z 29 % na 15 %.(Sturm et al. 2023) 

Velkou předností této metody je možnost získání přehledu počtu změn kopií (CNV) 

prostřednictvím softwarového balíčku Bioconductor. To přináší velmi cenné informace o 

genetických změnách, které mohou být potenciálními terapeutickými cíli. Tím tato metoda 

produkuje velmi komplexní epigenetickou i genetickou charakteristiku vzorku.(Capper et al. 

2018; Sturm et al. 2023) 

Tento přístup byl zásadní pro zpřesnění klasifikace nádorů CNS, což vedlo k objevení nových 

nádorových jednotek a podskupin, které dříve nebylo možné identifikovat pomocí tradičních 

histopatologických metod. 

4 Výsledky 

Naši kohortu kompletně vyšetřených HGG pacientů (n=100) jsme na základě přítomnosti 

mutace v H3 a předchozí radioterapie rozdělili do skupin H3 mutovaných (H3mut) n=42, H3 

wildtype (H3wt) n=47 a radioterapií indukovaných gliomů n=11 viz. Obr.1. 

https://www.molecularneuropathology.org/
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Obr.1 Rozdělení kohorty pacientů s high-grade gliomy  

 

Obr. 2 Kaplan-Meierova křivka přežití jednotlivých podkskupin HGG 

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

Pacientů s H3 mutovanými gliomy bylo v kohortě 42 (42 %). Zastoupení jednotlivých mutací 

bylo následující: H3F3A K27M (n=32), H3F3A G34R/V (n=4), HIST1H3B K27M (n=6). Dle 

WHO CNS klasifikace se jedná o pacienty s difúzními středočárovými tumory, a H3 K27 

alterovanými a difúzními hemisferálními G34 mutovanými gliomy. Nádory se nacházely 

v odpovídajících lokalizacích, tedy v oblasti mozkového kmene a thalamu a mozkových 

hemisfér. Ze sekundárních alterací byly u difúzních středočárových tumorů H3 K27 

alterovaných zachyceny alterace v genech ACVR1 (n=4), PIK3CA (n=2) a FGFR1 (n=1). 

Methylační array není u těchto jasně klasifikovaných tumorů s prokázanou alterací H3 rutině 

prováděna, nicméně vyšetřené vzorky odpovídaly ve verzi 12.5 klasifikátoru methylační třídě 

„Diffuse midline glioma, H3 K27-altered“ (n=15) v případě středočárových nádorů a 

methylační třídě „Diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant“ (n=1) v případě hemisferálních 

G34-mutovaných gliomů. 

Terapeutické možnosti jsou navzdory velkému úsilí celosvětové neuroonkologické komunity u 

těchto skupin vysoce agresivních nádorů bohužel velmi omezené. U středočárových 

inoperabilních tumorů je standardem léčby fokální fotonová radioterapie v dávce 54 Gy. 

V případě hemisferálně uložených tumorů je snaha o maximální resekci, následovaná také 

fokální radioterapií. Prognóza pacientů je ale uniformně fatální. 

 

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 Příloha 1) 

Naše skupina se podílela na významném objevu principu patogeneze mutace H3F3A G34R/V 

ve spolupráci se skupinou na Universitě McGill v Montrealu.  

Na unikátním souboru téměř 100 nádorů s histonovými mutacemi H3F3A G34R/V (včetně 

raritních dvojic biologického materiálu z originální diagnózy a recidivy nádoru) jsme prokázali, 

že oproti dřívějším představám vychází nádor primárně nikoli z gliální tkáně, ale z 

interneuronových progenitorů charakterizovaných expresí genu GSX2. Zjistili jsme, že 
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významný podíl nádorů nese spolu s mutacemi H3F3A G34R/V mutace v genu PDGFRA, 

spojených také s jeho zvýšenou expresí. Tato vysoká exprese je způsobena právě originální 

mutací v histonu H3.3, vedoucí ke změně epigenomické situace v buňce. Změna 

v chromatinovém uspořádání přiblíží enhacer genu GSX2 k regulačním sekvencím genu 

PDGFRA (fenoménem nazývaným „enhancer hijacking“) a tím zvýší jeho expresi. U části 

nádorů pak následuje vznik mutace ve zvýšeně exprimovaném genu PDGFRA vedoucí 

k dimerizaci extracelulární části receptoru a masivnímu zvýšení signalizace v této dráze. 

Zastavení buněčné maturace způsobené mutací H3F3A G34R/V tak postupuje do další fáze, 

kdy tato signalizace dráhy MAPK/ERK přes mutovaný receptor PDGFRA spouští expresní 

vzorec typický pro gliální tkáň (konkrétně pro astrocytární linii). Exprese specifických 

transkripčních faktorů pak vede k obrazu smíšené neuronově-gliální tkáně a tím klasické 

histopatologické charakteristice těchto nádorů. Samotná mutace v histonu H3.3 se zdá být pro 

další vývoj nádoru zbytná na rozdíl od signalizace přes mutovaný receptor PDGFRA (jak se 

ukazuje porovnáním tkáně z diagnózy a při recidivě). 

Odhalení této unikátní biologické charakteristiky skupiny H3F3A G34R/V mutovaných HGG 

otvírá dveře k novým potenciálním možnostem léčby směrovaným nikoli na gliální, ale 

neuronální tkáň, třebaže se bohužel z předběžných výsledků jeví, že jsou tyto nádory na běžné 

inhibitory PDGFRA rezistentní. 

4.1.2 Thalamické high-grade gliomy s overexpresí EZHIP 

U tří našich pacientů s thalamickými HGG jsme nalezli zvýšenou expresi proteinu EZHIP 

vedoucí ke ztrátě K27me3, která vede k alteraci H3 mechanismem již popsaným výše. 

Methylační profil odpovídal třídě „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 vyznačovaly se velmi agresivním chováním, kdy pacienti časně zrelabovali po 

ukončené RT. U jedné pacientky k selhání léčby došlo i přes použití MEK inhibitoru, který 

jsme podávali na základě identifikace PDGFRA mutace v extracelulární doméně. 

4.2 H3 wildtype high-grade gliomy 

Na rozdíl od skupin H3mut (n=42) a RIG (n=11), které jsou provázeny téměř uniformě fatální 

prognózou, skupina H3wt obsahovala podíl dlouhodobě přežívajících pacientů. To je 

znázorněno Kaplan-Meierovou křivkou přežití na Obr. 2. Ve skupině H3wt jsme nalezli 

pacienty nesoucí řídící mutace v IDH1 a IDH2 (n=2), a BRAF (n=6). Jedná se celkově o velmi 
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heterogenní skupinu pacientů, ve které jsme díky vyšetření NGS a provedení methylační array 

u vybraných pacientů s dostatečným materiálem byli schopni identifikovat několik 

významných podskupin.  

4.2.1 Skupina low-grade glioma-like  

Pacienti s nádory nacházejícími se ve skupině s tzv. „LGG-like“ (n=10) byli charakterizováni 

iniciálně agresivním klinickým průběhem s histopatologickým nálezem odpovídajícím (dle 

v okamžiku diagnózy platné WHO klasifikace) anaplastickému astrocytomu WHO grade III, 

glioblastomu či blíže neurčenému gliomu. Během našeho výzkumu u nich byla odhalena 

mutace BRAF V600E (n=5) a genové fúze KIAA1549::BRAF (n=2) a FAM73A::BRAF (n=1).  

Methylační profil nádorů klastroval se skupinou „Pleomorphic xanthoastrocytoma“ (n=4) a 

„Pilocytic astrocytoma“ (n=2). Tito pacienti byli kvůli své originální histopatologické diagnóze 

léčeni intenzivní léčbou určenou pro high-grade gliomy – dle anatomické lokalizace byla 

provedena resekce, následovaná intenzivní chemoterapií a radioterapií. Z těchto pacientů je 

celkem osm naživu v remisi onemocnění s mediánem sledování 12 let.  

 Součástí této skupiny je také pacient s angiocentrickým gliomem kmene s genovou fúzí 

MYB::QKI a methylačním profilem „Diffuse glioma, MYB(L1)-altered“, manifestující se 

obrazem DIPG, který je podrobně popsán níže.(Trkova et al. 2023) 

4.2.1.1 MYB-alterovaný pontinní gliom s charakteristikami DIPG s dlouhodobou léčebnou odpovědí 

na léčbu intenzivní chemoterapií 

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 Příloha 2) 

Gliomy oblasti mozkového kmene představují obtížně léčitelnou jednotku vzhledem k jejich 

lokalizaci a heterogenní biologii, která se pohybuje od indolentních LGG až po agresivní 

difuzní intrinsický pontinní gliom (DIPG). Stanovení správné diagnózy nádoru v pontinní 

lokalizaci je proto velmi důležité. Publikovali jsme kazuistiku velmi malého dítěte s H3 

wildtype DIPG, který byl později charakterizován nálezem genové fúze MYB::QKI, léčeného 

intenzivní chemoterapií ale s vynecháním radioterapie. 
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Tento 14 měsíční pacient se klinicky manifestoval krátkou anamnézou psychomotorického 

opoždění, parézou hlavových nervů a obstrukčním hydrocefalem. MRI obraz objemné expanze 

v pontu odpovídal svými charakteristikami DIPG stejně jako klinický obraz. Vzhledem 

k netypicky nízkému věku pacienta byla provedena biopsie, kde histologický závěr zněl 

anaplastický astrocytom, ale mutace H3K27M svědčící pro DIPG nebyla nalezena. Negativní 

výsledek mělo i vyšetření mutací genu BRAF a fúze KIAA1549::BRAF. Vzhledem k nezvykle 

nízkému věku pacienta, obrazu DIPG na MRI a histologii anaplastického astrocytomu byla 

zahájena intenzivní chemoterapie na základě protokolu HIT-SKK s udržovací chemoterapií 

vinblastinem, ale bez radioterapie, která by takto malému dítěti přinesla významné riziko 

dlouhodobých následků. Bylo pozorováno překvapivě rychlé klinické zlepšení a radiologická 

regrese nádoru s téměř kompletní remisí s trvalým efektem a výborným klinickým stavem více 

než 6,5 roku po stanovení diagnózy. Na základě tohoto neočekávaného terapeutického výsledku 

byla doplněna další extenzivní vyšetření včetně celogenomové metylační array a vzorek byl 

zařazen do metylační třídy „Low-grade glioma, MYB(L1) altered". RT-PCR navíc odhalila 

přítomnost fúze MYB::QKI, která je typická pro low-grade angiocentrické gliomy, nacházející 

se však ve většině případů v mozkových hemisférách. Případy popsané v oblasti pontu jsou 

velmi raritní, navíc náš pacient nenesl histopatologické znaky angiocentrického gliomu. 

Celkově nás histopatologická klasifikace, molekulárně genetické a epigenetické rysy, klinické 

chování a lokalizace v pontu vedly k překlasifikování nádoru na pontinní gliom s alterací MYB. 

Náš případ ukazuje, že intenzivnější chemoterapie může dosáhnout dlouhodobého klinického 

účinku při léčbě MYB-alterovaných pontinních gliomů ve srovnání s dříve používanými režimy 

založenými na strategii pro LGG nebo radioterapii. Zdůrazňuje také význam biopsie a 

důkladného molekulárního vyšetření lézí v pontu. 

4.2.2 High-grade gliomy s amplifikací MYCN 

Ve skupině H3wt jsme identifikovali čtyři případy HGG s amplifikací MYCN a methylačním 

profilem „Diffuse paediatric-type high grade glioma, MYCN subtype". Tyto tumory se 

vyskytovaly v různých lokalizacích: jeden diseminovaný, jeden s gliomatosis cerebri a dva 

hemisférické tumory. Věkové zastoupení pacientů v této skupině bylo od 2-11 let. Prognosticky 

se jednalo o velmi agresivní onemocnění, kdy tři pacienti této skupiny zemřeli do 2 let od 

stanovení diagnózy. Unikátní výjimku tvoří pacientka, která podstoupila resekci, intenzivní 

chemoterapii a radioterapii, a nyní žije více než 20 let od diagnózy.  
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4.2.3 Infantilní high-grade gliomy 

Identifikovali jsme podskupinu tzv. infantilních high-grade gliomů – tzn. vyskytujících se u 

velmi malých dětí (zde mladších 3 let). Lokalizací se jednalo o tři hemisférické gliomy. 

Methylační profily u dvou z těchto pacientů odpovídaly třídě „Infant hemispheric glioma“ 

(n=2). U všech tří pacientů byla NGS identifikována genová fúze ETV6::NTRK3, 

STRN3::NTRK2  a GIT2::ROS1 a mohla u nich tak být zahájena léčba NTRK inhibitory 

s dlouhodobým přežitím více než 10 let od doby diagnózy. U jedné z pacientek došlo po 

vysazení léčby a dlouhodobé remisi k recidivě nádoru. Po opětovném nasazení terapie NTRK 

inhibitorem bohužel vyvinula rezistenci a zemřela po 12 letech od diagnózy. 

4.2.4 Hypermutantní high-grade gliomy 

Identifikovali jsme jednu pacientku s histologicky blíže neurčeným objemným hemisferálním 

HGG, se somatickou mutací TP53, PTEN a NF1, methylačním profilem „Diffuse paediatric-

type high grade glioma, RTK1 subtype“ a vysokou mutační náloží SNV n=386 odpovídající 

skupině hypermutantních HGG. U pacientky nebyla nalezena vrozená genetická predispozice 

svědčící pro poruchu DNA mismatch repair, se kterými se nálezy hypermutantních nádorů 

spojují. Na základě v literatuře dokumentovaného efektivního použití imunoterapie u těchto 

pacientů jsme zvolili po resekci léčbu tzv. check-point inhibitorem nivolumabem. Bohužel i 

přes to došlo u pacientky k progresi onemocnění. Krátce byla podávána také terapie MEK 

inhibitorem pro mutaci v MAPK dráze. Bohužel 15 měsíců od diagnózy pacientka zemřela při 

progresi základního onemocnění.  

4.3 Radioterapií 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 Příloha 3) 

Naše vědecká skupina provedla komplexní retrospektivní studii zaměřenou na výskyt, 

histopatologickou a molekulárně biologickou charakteristiku a výsledky léčby radioterapií 

indukovaných gliomů (RIG) u dětských pacientů. Kohortu tvořilo 11 pacientů, kteří podstoupili 
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radioterapii krania pro primární nádory mozku a T-buněčnou akutní lymfoblastickou leukémii 

(T-ALL) na našem pracovišti, a jeden pacient primárně léčený v zahraničí. V kohortě 371 

pacientů léčených na našem pracovišti v letech 2000-2022 jsme identifikovali 8 z těchto 

případů RIG s cílem kvantifikovat kumulativní riziko vzniku radioterapií indukovaného gliomu 

u ozařovaných pacientů. 

Naše zjištění odhalila kumulativní riziko vzniku RIG ve výši 1,60 % po 10 letech a 3,02 % po 

15 letech po RT, což podtrhuje dlouhodobé riziko spojené s radioterapií CNS v dětské 

onkologii. Studie zdůraznila důležitost dlouhodobého sledování a ukázala, že RIG se může 

vyvinout v průměru 9,5 roku po ukončené primární léčbě (3-31 let), přičemž věk pacientů při 

primární diagnóze se pohyboval v rozmezí 2-11 let s mediánem 9 let věku. 

Zásadním cílem této studie byla molekulární charakterizace RIG, která ukázala, že RIG 

postrádají běžné mutace, které se pojí s jejich primárními protějšky, jako jsou mutace v genech 

pro Histon3, IDH1/2 nebo BRAF. Tyto nádory vykazovaly methylační profil třídy 

„GBM_pedRTK1“ spolu s častým výskytem amplifikace PDGFRA a delece CDKN2A/B. U 

jednoho pacienta jsme identifikovali methylační profil „Pleomorphic xanthoastrocytoma“ a 

mutaci BRAF V600E, spojené s jednoznačně lepší prognózou dlouhodobého přežití. Tyto 

molekulární poznatky mají zásadní význam pro odlišení RIG od primárních nádorů a 

potenciální nasměrování přístupů k cílené terapii. 

Prognóza pacientů s diagnózou RIG byla velmi nepříznivá, s mediánem přežití 7,3 měsíce při 

využití léčebných postupů léčby primárních HGG. Zároveň jsme ovšem identifikovali dva 

dlouhodobě přežívající pacienty z kohorty RIG. Jedním z nich byla pacientka s diagnózou IDH1 

wildtype gliomaosis cerebri, kterou však nebylo možné kvůli nedostatku bioptického materiálu 

dále charakterizovat. Navzdory jasně dokumentované progresi bylo onemocnění v 

dlouhodobém horizontu (7 let od diagnózy) terapeuticky stabilizováno opětovným ozářením (u 

této pacientky třetím cyklem radioterapie). Druhý pacient s biologicky příznivějším profilem 

nádoru (PXA) byl charakterizován mutací BRAF V600E a prodělal opakované resekce, 

radioterapii a léčbu temozolomidem, a je nyní naživu více než 8 let od diagnózy RIG. 

Naše studie se rovněž snažila definovat radiologické charakteristiky RIG, které vykazovaly 

několik různorodých nálezů. Tato variabilita představuje diagnostickou výzvu, kterou RIG 

představují, a to jejich odlišení od primárních nádorů a radiační nekrózy pouze na základě 

zobrazovacích metod, a zdůrazňuje nezastupitelnou úlohu pokročilé molekulární diagnostiky 

při přesné identifikaci a volbě léčby těchto nádorů. 
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5 Diskuze 

Cílem mé práce bylo komplexně molekulárně biologicky charakterizovat pediatrickou kohortu 

pacientů s high-grade gliomy, která byla diagnostikována a léčena na Klinice dětské onkologie 

a hematologie 2. LF UK a FN Motol v letech 2000-2023 a přinést tak nová důležitá poznání o 

této skupině devastujících onemocněních dětského věku. Ačkoliv se jedná o velmi vzácná 

onemocnění, dokázali jsme identifikovat 114 unikátních případů těchto pacientů. Přestože u 

retrospektivních dat, která byla shromažďována po poměrně dlouhou časovou periodu, hrozí 

jistá nekonzistence vzhledem k postupně se vyvíjející diagnostice, novým léčebným postupům 

atd., podařilo se během našeho výzkumu kohortu pacientů velmi detailně charakterizovat a 

identifikovat molekulárně biologické cíle, které jsou významné pro definování prognózy 

pacientů a volbu vhodné léčby. 

Navzdory úsilí celosvětové neuroonkologické komunity zůstávají pediatrické HGG 

onemocněním, které je provázeno velmi špatnou, v případě např. DIPG téměř univerzálně 

fatální prognózou, kdy na poli léčby nedošlo bohužel v posledních dvou dekádách 

k významnějšímu pokroku.(Braunstein et al. 2017) K naprosto zásadním objevům, které mohou 

pomoci tyto smutné výsledky měnit, došlo v oblasti výzkumu patogeneze a detailní klasifikace 

HGG díky využití moderních genetických a epigenetických metod. 

Důležitým poznatkem bylo odlišení od dospělých protějšků těchto onemocnění, které se 

histopatologickým obrazem, kterým je obvykle glioblastom nebo anaplastický astrocytom, 

v podstatě neliší, ale molekulárně biologicky tvoří velmi rozdílnou skupinu.(Mackay et al. 

2017) Identifikace mutací genu Histon3 u pediatrických HGG je jedním z těchto klíčových 

rozdílů, který ukázal, jak důležitou roli hrají epigenetické změny v onkogenezi jako 

takové.(Schwartzentruber et al. 2012) Mutovány jsou nejčastěji geny H3F3A a HIST1H3B a to 

mechanismem substituce aminokyselin K27M nebo G34R/V. V naší kohortě jsme tyto mutace 

identifikovali u 42 % pacientů, tumory nesoucí mutace H3F3A K27M a HIST1H3B K27M byly 

lokalizovány v oblasti mozkového kmene a středočárových struktur, tumory s mutacemi 

H3F3A G34R/V pak výhradně v oblasti mozkových hemisfér. Toto rozvrstvení odpovídá 

dalšímu publikovanému souboru.(Mackay et al. 2017) 

V naší studii jsme významně přispěli k pochopení patogeneze mutací H3F3A G34R/V u 

pediatrických HGG a výsledky publikovali v časopise Cell. (Chen et al. 2020) Odhalili jsme, 

že tyto nádory překvapivě nepocházejí z gliálních, ale z interneuronálních progenitorů 

charakterizovaných zvýšenou expresí homeodoménového genu GSX2. Zjistili jsme, že 50 % 
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těchto nádorů současně s mutacemi H3F3A vykazuje mutace genu PDGFRA, které jsou 

lokalizovány v extracelulární doméně proteinu a spojeny s jeho zvýšenou expresí. Tato 

signalizace aktivuje dráhu MAPK/ERK, což spouští expresi genů typických pro gliální tkáň, 

konkrétně pro astrocyty, což vede k vývoji smíšené glioneuronální tkáně. Ačkoliv předběžné 

výsledky naznačují rezistenci těchto nádorů vůči běžným inhibitorům PDGFRA, pochopení 

tohoto mechanismu může usnadnit cestu k léčbě tohoto onemocnění. 

U kmenových a středočárových lézí, které nesou mutaci H3F3A K27M nebo HIST1H3B 

K27M, jsme identifikovali sekundární alterace v genech ACVR1, PIK3CA, FGFR1, PDGFRA 

a TP53, které se spolupodílejí na vývoji těchto malignit a zároveň mohou znamenat příležitosti 

při hledání cílené léčby, podobně jako v dalších studiích.(Groves, Bandopadhayay, and Cooney 

2023) U pacienta s H3F3A K27M mutovaným DIPG, který se manifestoval atypicky v 17 

letech věku, jsme vyšetřením NGS nalezli mutaci PDGFRA N659K. Při další progresi 

onemocnění po provedené fokální reiradiaci jsme na základě prvních v literatuře popsaných 

zkušeností zahájili podávání PDGFRA inhibitoru avapritinibu.(Mayr et al. 2022) Bohužel i přes 

tento terapeutický zásah došlo k progresi onemocnění a pacient zemřel 11 měsíců od diagnózy.  

U pacientů s DIPG a DMG – nádorů s uniformě fatální prognózou – je nyní terapeutickým 

standardem, který však vede pouze k zmírnění klinických příznaků a prodloužení délky života, 

fokální radioterapie o celkové dávce obvykle 54 – 59,4 Gy v 30-33 frakcích po 1,8 Gy. Dle 

našich i v literatuře popsaných zkušeností se jeví efektivní a bezpečná možnost paliativní 

reiradiace v době progrese těchto pacientů v odstupu minimálně 6 měsíců od primární 

radioterapie s dokumentovanou dobou prodloužení délky života v průměru o 6 měsíců. To 

odpovídá i zkušenosti publikované v této práci (Lassaletta et al. 2018), kde použitá reiradiace 

vedla k prodloužení života o 4 měsíce oproti historické kohortě, kde reiradiace použita nebyla. 

V současnosti probíhá v zahraničí několik klinických studií, které se snaží na základě 

molekulárně biologických výsledků získaných biopsiemi pacientů s DIPG a DMG o pokrok 

v léčbě tohoto devastujícího onemocnění. Jedná se zejména o studii s využitím molekuly 

ONC201, což je antagonista dopaminového receptoru D2, u kterého byl demonstrován průnik 

do mozkové tkáně, terapeutické koncentrace a aktivita cílená na tkáň gliomu. Toho je dosaženo 

prostřednictvím hyperaktivace mitochondriální caseinolytické proteázy, zvýšené signalizací 

dráhy PI3K/AKT poháněné tvorbou reaktivních forem kyslíku sekundárně v důsledku 

mitochondriální degradace a indukcí apoptózy.(Venneti et al. 2023) Dalším příkladem nových 

léčebných postupů je cílení povrchových markerů jako je např. GD2. U pacientů s DIPG bylo 

v rámci klinické studie také testováno podání geneticky upravených T lymfocytů 
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s chimerickýcm antigenním receptorem – tzv. CAR T lymfocytů cílených proti povrchovému 

antigenu GD2, který je hojně exprimován na buňkách nesoucích mutaci H3 K27M. Účinek 

takto upravených CAR T lymfocytů spočívá ve vyvolání masivní antigen dependentní 

cytokinové reakce, která ničí nádorové buňky. Efektivita tohoto mechanismu byla velmi dobře 

prokázána na modelech imunosuprimovaných myší, kde podání takto upravených CAR T 

lymfocytů vedlo k úplné regresi H3 K27 mutovaného gliomu.(Mount et al. 2018) Podání anti-

GD2 CAR T lymfocytů u pacientů ve fázi I klinické studie NCT04196413 prokázalo dočasný 

radiologický a klinický efekt. Anti-GD2 CAR T lymfocyty byly těmto pacientům aplikovány 

nejprve intravenózně a v případě příznivé léčebné odpovědi i intraventrikulárně. Vzhledem 

k lokalizaci těchto tumorů v oblasti mozkového kmene a bouřlivé cytokinové odpovědi, která 

může způsobit edém této oblasti, obstrukční hydrocefalus a přesun středových struktur, je 

nezbytný kritický management intenzivní podpůrné péče.(Majzner et al. 2022). Další recentně 

probíhající studie hledající odpověď na otázku léčby těchto onemocnění se soustředí na poznání 

tzv. tumorózního mikroprostředí (TME) a vzájemných interakcí např. neuronů s buňkami 

gliomů. Práce (Venkatesh et al. 2017, 2019) demonstrují, že neuronální aktivita podporuje 

proliferaci high-grade gliomů a reguluje růst gliomů prostřednictvím vylučovaných faktorů. 

Jedním z těchto klíčových faktorů je neuroligin-3 (NLGN3), který podporuje růst gliomů 

aktivací četných onkogenních signálních drah. Dále bylo zjištěno, že významným účinkem 

NLGN3 je regulace exprese synaptických genů v gliomech a že gliomové buňky se mohou 

zapojit do synaptické komunikace s neurony v TME např. prostřednictvím AMPA receptorů. 

Role TME je zkoumána také z imunitních aspektů a tyto práce (Lieberman et al. 2019; Quail 

and Joyce 2017) se shodují v hodnocení pediatrických HGG jako nádorů, které jsou 

charakteristické svým imunosupresivním mikroprostředím, které komplikuje využití 

imunoterapeutických postupů.  

Diagnóza DIPG stále může být adekvátně stanovena na základě typického MRI obrazu a 

klinických příznaků a mnoho zahraničních pracovišť biopsii v těchto případech neindikuje. 

Nicméně je evidentní, že pokud je biopsie prováděna na neurochirurgickém pracovišti 

s expertizou v těchto případech, pro pacienta není zásadním způsobem riziková, a zejména 

pokud je prováděna stereotaktickou jehlovou biopsií, jedná se o šetrnou metodu. Na našem 

pracovišti jsme tímto způsobem bioptovali v posledních 3 letech 18 pacientů z 21 pontinních 

HGG bez zásadních klinických komplikací. Získání takového vzorku je jediným způsobem, jak 

pátrat u konkrétního pacienta po možných cílitelných alteracích a zároveň přispět ke 

kolektivnímu poznání biologie těchto nemocnění. Nález specifických histonových mutací a 
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souvisejících mutací v genech jako jsou TP53, ATRX, ACVR1/ALK2 a PI3KR1 a PDGFRA, 

poskytuje nové potenciální terapeutické cíle a prognostické biomarkery, které by nemohly být 

bez diagnostických biopsií rozpoznány.(Cohen et al. 2017) 

Provedení biopsie a extenzivního molekulárně biologického vyšetření je však zcela nezbytné u 

případů DIPG, které vykazují atypický obraz – ať už je to neobvyklá věková skupina (děti 

mladší než 3 roky, nebo naopak adolescenti) či případy, které nenesou zcela jasný MRI obraz. 

To dokazuje námi publikovaný případ 14 měsíčního pacienta, který kromě nízkého věku nesl 

všechny charakteristiky DIPG.(Trkova et al. 2023) Nebyla však u něj nalezena mutace 

v Histonu 3, a proto zvolena léčba intenzivní chemoterapií namísto fokální radioterapie, která 

by v tomto věku byla z dlouhodobého hlediska zatížena závažnými nežádoucími účinky. 

Dokumentovali jsme vynikající léčebný efekt, který by byl velmi překvapivý u skutečného 

DIPG. Další vyšetření pak odhalila genovou fúzi MYB::QKI, která se typicky vyskytuje u low-

grade angiocentrických gliomů, které bývají většině případů lokalizovány hemisferálně, 

spojeny s klinickým obrazem epilepsie a velmi dobře řešitelné resekcí.(Bandopadhayay 2016) 

Nádor našeho pacienta však nenesl histologické charakteristiky angiocentrického gliomu. 

V literatuře byly popsány vzácné případy pontinních angiocentrických gliomů nebo gliomů 

nesoucích MYB::QKI genovou fúzi nebo MYB alteraci. Tyto dokumentované případy byly 

léčeny radioterapií nebo chemoterapeutickými režimy nižší intenzity určené pro LGG a takto 

výborný klinický efekt dlouhodobé remise nebyl popsán.(Chan et al. 2017; Chiang et al. 2019; 

Ryall et al. 2020) Třebaže náš pacient představuje jednotlivý případ, dokladuje možnost 

efektivního využití intenzivního chemoterapeutického režimu pro podobné situace s kompletní 

molekulárně biologickou charakterizací.  

Skupina nádorů H3wt, kterou jsme molekulárně biologicky charakterizovali, je velmi 

heterogenní a identifikujeme v ní pacienty s dlouhodobým přežitím, jak dokládá i výše popsaný 

případ pacienta, který může být nyní zařazen do skupiny „LGG-like“. V této skupině se 

nacházejí pacienti s histologickým obrazem HGG nesoucí alterace genu BRAF a methylačními 

profily klastrujícími s „Pilocytic astrocytoma“ a „Pleomorphic xantoastrocytoma“. V této 

skupině jsme dokumentovali medián přežití v době sledování 12 let a možnost efektivního 

terapeutického využití tyrosinkinázových inhibitorů. Takto definovaná skupina je popsána i 

v práci (Mackay et al. 2017), kde je dlouhodobé přežití této skupiny pacientů spojováno i 

s faktorem velmi nízkého věku v jejich skupině „LGG-like“ pacientů podobně jako u 

infantilních hemisférických HGG. U této skupiny pacientů jsme objevili genové fúze NTRK, 

umožňující využití NTRK inhibitorů jako je např. larotrectinib. V literatuře byly u těchto 
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hemisferálních gliomů velmi malých dětí popsány alterace v genech ALK, ROS, NTRK, 

MET.(Clarke et al. 2020; Guerreiro Stucklin et al. 2019) 

Dalšími třemi významnými podskupinami H3wt HGG popsanými mimo jiné v práci 

(Korshunov et al. 2017) jsou skupiny pedHGG_RTKI, pedHGG_RTKII a pedHGG_MYCN. 

Skupina pedHGG_RTKI je nejpočetněji zastoupenou skupinou. Nacházíme v ní zástupce 

v podstatě dalších dvou jednotek, a těmi jsou HGG vzniklé na podkladě germinální mutace 

v genech zodpovědných za opravu DNA, jako je např. syndrom konstitutivního deficitu genů 

mismatch opravy (CMMRD) nebo Lynchův syndrom, a radioterapií indukované gliomy. 

Nádory vzniklé na základě poruchy opravy replikace DNA jsou charakteristické mikrosatelitní 

nestabilitou a vysokou mutační náloží, která je v tomto případě definována jako >10 mutací na 

megabázi. Tato vysoká somatická mutační nálož a neustálý vznik dalších neoantigenů vedou 

k zvýšené imunogenicitě, která je u nádorů CNS jinak velmi neobvyklá a otevírá dveře pro 

využití imunoterapie např. PD-1 inhibitory.(Das et al. 2022) V této práci bylo dokumentováno 

použití PD-1 inhibitorů (nivolumabu a pembrolizumabu), které patří mezi tzv. inhibitory 

kontrolního bodu u pacientů s hypermutantními HGG. Ve srovnání s podáním standardní léčby, 

kterou je RT a podání chemoterapie temozolomidu, byla zaznamenána u PD-1 inhibitorů velmi 

dobrá léčebná odpověď s pravděpodobností celkového přežití 39,3 % ve třech letech sledování. 

U HGG s hypermutantním fenotypem byl také dokumentován častý výskyt alterací v MAPK 

dráze, který ukazuje na možnost využití MEK inhibitorů u těchto velmi agresivních tumorů. U 

naší pacientky s hypermutantním HGG (386 mutací / Mb), somatickou mutací POLE, MSH6 a 

NF1 genu jsme po radioterapii zahájili iniciálně podávání PD-1 inhibitoru nivolumabu a při 

progresi onemocnění následně i MEK inhibitoru. Bohužel pacientka podlehla progresi 

onemocnění 26 měsíců od diagnózy. 

Významná část naší práce se věnovala molekulárně biologické charakteristice kohorty pacientů 

s radioterapií indukovanými gliomy.(Trkova et al. 2024) RIG představují závažné pozdní 

následky radioterapie krania, které byly diagnostikovány 3-45 let po předchozí radioterapii při 

léčbě primárního onemocnění (akutní lymfoblastické leukémie a nádory mozku). Bylo pro nás 

překvapením, že RIG představují více než 20 % všech intrakraniálních intraaxiálních pozdních 

událostí, které se vyskytly déle než 3 roky po stanovení primární diagnózy. RIG by proto měl 

být vyloučen ve všech případech s podezřením na recidivu nebo progresi primárního 

onemocnění po tomto časovém horizontu. Dále jsme představili model odhadující riziko vzniku 

RIG na základě homogenní konsekutivní kohorty léčené v našem centru v průběhu 15 let. 

Podařilo se nám odhadnout, že kumulativní riziko RIG dosáhne po 15 letech 3 %. Vzhledem k 
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tomu, že v naší a i jiných publikovaných kohortách byl zaznamenán rozvoj RIG u pacientů i 35 

až 45 let po radioterapii, je velmi pravděpodobné, že skutečné riziko rozvoje RIG po více než 

15 letech od primární radioterapie 3 % přesahuje.(Leary et al. 2022) Radioterapeutické 

kumulativní dávky podávané při primární léčbě se pohybovaly v rozmezí 12 až 59,4 Gy, což 

dokazuje, že i děti s akutní lymfoblastickou leukémií, které obdržely pouze 12 Gy radioterapie 

na oblast neurokrania, byly ohroženy rozvojem RIG. To je v souladu s údaji z „The Childhood 

Cancer Survivor Study“ (CCSS), které prokázaly riziko vzniku sekundárního gliomu v 

případech, kterým byla aplikována radioterapeutická dávka mozku nad 10 Gy.(Neglia et al. 

2006) 

RIG představoval onemocnění s velmi špatnou prognózou s mediánem celkového přežití 7,3 

měsíce. Tyto výsledky jsou podobně nepříznivé jako u primárních pediatrických H3 

mutovaných HGG. V kontrastu s těmito údaji jsme identifikovali dva dlouhodobě přežívající 

pacienty s RIG. Jedním z nich byla pacientka s IDH1 wildtype gliomatosis cerebri, kterou 

nebylo možné blíže charakterizovat. Druhý pacient měl biologicky příznivější profil nádoru – 

PXA s mutací BRAF V600E. V literatuře je publikováno, že malá část nádorů RIG skutečně 

klastruje s PXA a jsou u nich zastiženy alterace MAPK dráhy zahrnující geny RAF1, NTRK2, 

ale také BRAF. Mutace BRAF V600E však nebyla v těchto předchozích studiích nikdy 

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

Komplexní radiologická charakteristika RIG v současné době v literatuře chybí. Jedinečnost 

našeho souboru spočívá v tom, že všichni pacienti byli vyšetřeni na jednom oddělení jedním 

radiologickým týmem. Proto můžeme také poprvé poskytnout komplexní radiologickou 

analýzu souboru pacientů s RIG. MRI obraz pacientů s RIG nejčastěji splňoval charakteristiky 

léze sytící se v periferii po podání kontrastní látky a tvořící tak kruhový vzorec, hypointenzní v 

T1, hyperintenzní v T2 a vykazující perilesionální edém ve FLAIR sekvenci. Při takovém 

nálezu u pacienta s anamnézou radioterapie by měl by být RIG součástí diferenciální diagnózy. 

Nicméně v našem souboru byly pozorovány i jiné vzory sycení, což naznačuje, že absence 

kruhovitého sycení nevylučuje diagnózu RIG. Také může být obtížné odlišit RIG od radiační 

nekrózy, k čemuž by měly v budoucnu přispět moderní perfúzní sekvence. 

Komplexní molekulární charakterizace tkáně pacientů s RIG se ukázala jako klíčová pro 

stanovení správné diagnózy a identifikaci možných terapeutických cílů. Morfologická diagnóza 

se ukázala být nepřesná, jak dokumentujeme v našem souboru, kde několik nádorů bylo 

histopatologicky uzavřeno jako recidiva primární diagnózy. U těchto pacientů upřesnila 

diagnózu celogenomová metylační array DNA a Heidelbergský metylační klasifikátor. RIG 
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klastrovaly s methylačními třídami pedHGG_RTK1, PXA nebo nemohla být methylační třída 

určena pro nízké kalibrační skóre. Proto byla pro některé případy přínosná další analýza (např. 

t-SNE klastrování), která potvrdila správnou metylační třídu. V naší studii analýza t-SNE 

dokázala spolehlivě zařadit nádory do podskupin pedHGG_RTK1 nebo PXA, včetně případů s 

velmi nízkým kalibračním skóre. Spojení naší kohorty s dříve publikovaným souborem dat 

(Deng et al. 2021) ukázalo, že všechny vzorky klastrovali s pedHGG_RTK1b, 

pedHGG_RTK1c nebo PXA methylační třídou. Analýza CNV odvozená z údajů o metylaci 

DNA prokázala konzistentní nálezy s předchozími studiemi dokumentujícími vysokou 

prevalenci amplifikace PDGFRA a homozygotní delece CDKN2A.(Deng et al. 2021; DeSisto 

et al. 2021) Kromě těchto rekurentních CNV obsahovaly některé případy komplexní CNV 

změny s amplifikacemi genů CDK4 nebo MYCN. DNA sekvenování odhalilo ve čtyřech 

případech somatické jednonukleotidové varianty (SNV), včetně BRAF V600E a patogenních 

somatických variant v genech PIK3CA, PTEN a ROS1. V práci (Deng et al. 2021) uvedli vysoce 

prioritní cíle získané ze sekvenování RNA vzorků RIG, včetně fúzí genů MET, RAF1 nebo 

NTRK2. Bohužel výtěžnost RNA z naší archivní tkáně nebyla dostatečná pro provedení RNA 

sekvenování. Nicméně naše studie a dříve publikované údaje jasně naznačují, že komplexní 

molekulární hodnocení tkáně RIG je nesmírně důležité. Kombinace analýzy CNV (pro 

amplifikaci PDGFRA), sekvenování DNA (řídící SNV) a RNAseq (genové fúze) významně 

zvyšuje šanci na odhalení terapeutických cílů u tohoto onemocnění s velmi nepříznivou 

prognózou. 

Klasifikace HGG a nádorů CNS jako takových zůstává i nadále velmi dynamickým oborem, 

kde neustále dochází k objevování a zpřesňování nových molekulárně biologických podskupin. 

Jejich zástupci se rekrutují z různých histopatologických skupin a poukazují na to, že 

morfologický obraz je k stanovení přesné diagnózy nedostatečný a často i zavádějící. Z HGG 

je to např. neuroepiteliální tumor s PATZ-fúzí s nejasnou linií původu, u kterého jsou 

zastoupeny imunohistochemické markery gliální, epiteliální i neuronální tkáně. 

Charakteristický je pro něj nález genové fúze MN1::PATZ nebo EWSR1::PATZ1 a je spjatý 

s intermediární prognózou.(Alhalabi et al. 2021) Další velmi recentně popsanou jednotkou je 

Embryonální tumor, PLAG(L1/L2) amplifikovaný, kterému byly přiřazovány různé 

histopatologické diagnózy, ať už HGG nebo meduloblastom či jiný embryonální tumor. 

Charakteristická je pro něj amplifikace na chromozomu 6 (gen PLAGL1), chromozomu 20 (gen 

PLAGL2), nebo chromozomu 8 (gen PLAG1), která často bývá doprovázena zvýšenou expresí 
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genu RET, který může být potenciálním terapeutickým cílem. U této vzácné jednotky tumorů 

je mužské pohlaví významný nepříznivý prognostický faktor.  

Ačkoliv moderní genetické a epigenetické metody přinesly zejména v poslední dekádě revoluci 

v detailní klasifikaci nádorů CNS umožňující významný terapeutický pokrok u mnoha 

nádorových skupin, zůstává ještě mnoho práce a úsilí před námi, abychom dokázali takové 

nádory jako jsou pediatrické HGG uspokojivě léčit.  
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6 Závěr 

Tato disertační práce se zabývala komplexním molekulárně biologickým zkoumáním 

pediatrických high-grade gliomů (HGG) s cílem hlouběji pochopit jejich biologii a identifikovat 

potenciální terapeutické cíle. Hlavní hypotéza práce předpokládala, že genetické a epigenetické 

alterace určují heterogenitu a biologické chování těchto nádorů. 

Práce úspěšně potvrdila tuto hypotézu prostřednictvím detailní charakterizace kohorty pacientů 

s pediatrickými HGG, včetně identifikace řídících mutací a epigenetických změn. Byla 

prokázána zásadní role mutací v genech pro histon H3, které jsou specifické pro pediatrické 

HGG, včetně jejich role v nádorové patogeneze v případě varianty histonové mutace H3 

G34R/V.  

V práci byl kladen důraz na molekulárně biologickou charakterizaci radioterapií indukovaných 

gliomů (RIG), která představuje významný přínos k pochopení pozdních následků radioterapie 

u pediatrických pacientů a biologie tohoto onemocnění 

Dalším významným přínosem práce je poukázání na heterogenitu skupiny HGG H3 wildtype, 

kde byly identifikovány podskupiny s potenciálně příznivější prognózou, zejména ve 

podskupině „LGG-like“ a u infantilních HGG s nálezem NTRK fúzí. 

Osobní přínos doktorandky spočívá v aplikaci kombinovaného přístupu zahrnujícího genetické 

a epigenetické výzkumné metody, což umožnilo komplexní charakterizaci pediatrických HGG. 

Tato práce přináší původní řešení v podobě nově identifikovaných biomarkerů a terapeutických 

cílů, které mohou významně přispět k dalšímu pokroku v léčbě této závažné skupiny 

onemocnění. 

7 Souhrn 

Výsledkem této disertační práce jsou celkem tři hlavní publikace. První z nich popisuje roli 

onkohistonu H3, konkrétně jeho mutace H3F3A G34R/V, a mutace genu PDGFRA, která je 

přítomna netypicky v extracelulární, a ne kinázové doméně. Prokázali jsme, že přítomnost 

mutace extracelulární části proteinu vede k dimerizaci receptoru a dále k jeho konstitutivní 

aktivaci a aktivaci MAPK dráhy. Díky single-cell RNA sekvenování bylo zjištěno, že 

prekuzorem tohoto nádoru není gliální ale interneutonový prekuzor s vysokou expresí genu 

GSX2. To je významný objev pro pochopení biologie tohoto letálního onemocnění, 

identifikující možnosti jeho cílené terapie. Druhou publikací je kazuistika pacienta s obrazem 

nádoru DIPG-like, u kterého jsme zaznamenali vynikající dlouhodobou odpověď na intenzivní 
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léčbu chemoterapií a identifikovali fúzi MYB::QKI, která zařazuje pacienta do skupiny „LGG-

like“, která je spojena s velmi dobrou prognózou a dokladuje důležitost biopsie pontinních lézí 

takových pacientů. Třetí publikací je komplexní molekulárně biologická a klinická analýza 

kohorty pacientů s radioterapií indukovanými gliomy. Přináší detailní genetickou a 

epigenetickou charakteristiku těchto lézí, které je umožnují spolehlivě rozlišit od recidivy 

primární diagnózy. Díky dlouhodobému sledování pacientů ukazuje model rizika rozvoje 

tohoto onemocnění v čase a dokládá důležitost dispenzarizace těchto pacientů. Kromě těchto 

publikací vedla praktická aplikace našich výsledků k rozvoji precisní diagnostiky mnoha 

pacientů s těmito devastujícími onemocněními a dalším může pomoci při hledání kurativní 

léčby. 

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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