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Prognosticky vyznam molekularnich alteraci u détskych gliomt centralniho nervového

systému

Abstrakt

Tato disertacni prace se zabyva komplexni analyzou kohorty détskych pacient( IéCenych
pro gliomy nizkého stupné malignity (pLGG) v letech 1999 — 2021 na Klinice détské
hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
v Motole. Cilem prace bylo popsat molekuldrné genetické pozadi vybrané kohorty pacient(
a korelovat je s klinickym obrazem a pribéhem onemocnéni. Prace zdlrazriuje vyznam
diagnézy jako syntézy vhledu jednotlivych oborl a podtrhuje dulezZitost integrace

molekuldrné genetického poznani do klinické praxe.

Byla provedena detailni analyza genetickych alteraci a jejich distribuce v zavislosti na
anatomickych lokalizacich. Vysledky ukdazaly, Ze vétSina nadorU nesla fuzi KIAA1549::BRAF
nebo mutaci BRAF V60O0E, pricemz byly identifikovany i jiné genetické zmény véetné alteraci

v genech FGFR, NTRK, RAF, ROS a dalSich.

Vyzkum pfinesl dllezZité poznatky o molekularné genetickém pozadi pLGG a jeho vlivu na
klinicky prdbéh a lécbu. Ukazal, Ze integrace molekuldrné genetického vysetfeni do
diagnostického procesu je klicova pro optimalizaci [éCebnych strategii. Diky této praci se
oteviraji nové moznosti pro cilenou terapii a individualizovany pfristup k lécbé pacientt

s pLGG, coz by mohlo vést ke zlepSeni progndzy a kvality jejich Zivota.

Klicova slova: analyza preziti, détské low grade gliomy, DNA metylacni profil, RNA

sekvenovani



The prognostic significance of molecular alterations in pediatric gliomas of central

nervous system

Abstract

The purpose of this dissertation is to delve into the molecular and genetic underpinnings
of low-grade gliomas in children, focusing on a cohort treated over the past two decades.
It aims to correlate these findings with the clinical course and outcomes of the disease. The
study was conducted through a collaborative effort between the Clinic of Pediatric
Hematology and Oncology and the Laboratory of Molecular Pathology at the Charles

University, highlighting the significance of a multidisciplinary approach in diagnosing.

This work highlights the importance of diagnosis as a synthesis of insights from various
disciplines, underscoring the significance of molecular-genetic factors in the prognosis and
treatment of low-grade gliomas in children. Through a detailed study involving methods
such as PCR, Sanger sequencing, RNA panel sequencing, MLPA, and DNA methylation
profiling, key genetic alterations were identified, including frequent BRAF fusions and

mutations, changes in FGFR genes, and alterations in MYB/MYBL genes, among others.

The study revealed the diverse molecular landscape of pediatric low-grade gliomas,
emphasizing the need for integrated diagnostics in determining the appropriate
management and therapeutic strategies for this patient group. The research underscores
the critical role of comprehensive molecular-genetic analysis in enhancing the

understanding and treatment of pediatric low-grade gliomas.

Key words: pediatric low grade gliomas, DNA methylation, RNA sequencing, survival

analysis
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1. Uvod

Tuto disertacni praci tvofi vysledky, které vznikly komplexni analyzou kohorty détskych
pacientd |écenych v uplynulych 22letech pro gliom nizkého stupné malignity. Vyzkum
probihal dilem na Klinice détské hematologie a onkologie 2. |ékarské fakulty Univerzity
Karlovy a dilem v Laboratofi molekuldrni patologie Ustavu patologie a molekularni
mediciny 2. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy. Jako hlavni feSitel bylo mym cilem popsat
molekuldarné genetické pozadi vytyCené kohorty pacientl a korelovat je s klinickym
obrazem a pribéhem onemocnéni. Prace jako takova vznikla diky uzké spolupraci dvou
pracovist a sama o sobé podtrhavd vyznam diagndzy jako syntézy vhledu jednotlivych
obord.

1.1 Gliomy nizkého stupné malignity v détském véku

Low grade gliomy u déti (pLGG) pfedstavuji nejpocetnéjsi skupinu nddorl centralni nervové
soustavy u déti. (Ostrom et al., 2023) Jedna se o heterogenni skupinu co do lokalizace,
histologickych subtyp( a biologického chovani. Nejc¢astéji se s nimi setkavdme v prvni
dekadé Zivota, bez jasné predilekce pohlavi. (Arora et al., 2009) pLGG mohou byt
lokalizované kdekoli v CNS, pricemz 95 % pLGG je lokalizovano intracerebrdlné a pouze 5 %
spinalné, nejcastéjsi lokalizaci je zadni jama lebni (20 - 25 %). (Sievert & Fisher, 2009)
Anatomicka lokalizace se méni i v priibéhu détstvi a dospivani, kdy u déti do predskolniho
véku véetné prevazuji zejména LGG v oblasti zrakové drahy. Hemisferalni tumory byvaji
nejcastéji diagnostikovadny v druhé dekdadé Zivota. Bimodalni incidence je patrna u tumori
zadni jdmy lebni s maximem v 7 resp. 13 letech. (Stokland et al., 2010)

Sleté celkové preziti (OS) a preziti bez progrese (PFS) se uvadi 87 % - 95 %, resp. 55 % - 69 %.
(Fisher et al., 2008) Riziko progrese pLGG ovliviuji faktory ze strany pacienta (vék v dobé

diagndzy, pritomnost k nadordm predisponujicich syndrom@ (CPS)), a faktory



charakterizujici vlastni nddorové onemocnéni (anatomickd lokalizace tumoru, rozsah
resekce a histopatologickd povaha).

Doposud identifikované rizikové faktory pro nepfiznivy klinicky pribéh onemocnéni jsou
nizky vék a rozvoj diencefalického syndromu v priibéhu onemocnéni. (Stokland et al., 2010)
Z publikovanych klinickych studii vime, Ze déti ve véku mladsSim neZ 1 rok diagnostikované
s pLGG maji agresivnéjsi prabéh onemocnéni a kratsi PFS v porovnani se starsi skupinou
pacientd. (Mirow et al., 2014) Obecné lze fici, Ze ¢im jsou déti pfi diagndze mladsi, tim je
biologické chovani pLGG agresivnéjsi a typické jsou Castéjsi progrese. 5leté PFS je pro
vékové kategorie pod 1 rok 41 %, 1 - 3roky 56 %, 3 -5 let 58 %, 5 - 10let 79 % a nad 10let
77 %. (Stokland et al., 2010) V riziku progrese jsou také pacienti, u kterych jiz jednou
k progresi onemocnéni dosSlo. Naopak u pacientd starSiho Skolniho véku zvysené riziko
progrese nepozorujeme a pLGG klinicky imponuji spiSe jako indolentni léze. Ménici se
biologické chovani LGG s vékem se v literature vysvétluje senescenci nadorli. (Buhl et al.,
2019) Jedna se o biologicky mechanismus, pfi kterém potencidlné onkogenni molekularni
alterace spousti tumor supresorovy mechanismus jako obranny mechanismus pred
nadorovym bujenim. Ve dvou na sobé nezdvislych studii u pilocytarnich atrocytomu byla
prokazdna na mRNA Urovni zvySend exprese genl asociovanych s nadorem indukovanou
senescenci [CDKN2A (p16), CDKN1A (p21), CEBPB, GADD45A a IGFBP7]. (Jacob et al., 2011)
Nize zminéné geneticky podminéné syndromy jsou doposud jediné identifikované
predisponujici faktory ke vzniku pLGG. Podle dostupné literatury se vice nez 15 % pLGG
vyskytuje v kombinaci s geneticky podminénymi syndromy. (Helfferich et al., 2016) Pacienti
S neurovyvojovymi onemocnénimi, jejichz podkladem je germinalni mutace v genech
MAPK drahy jako jsou neurofibromatéza 1 (gen NF1), Noonanové syndrom (gen
PTPN11 nebo RAF1), encefalokraniokutanni lipomatdza (gen FGFR1) a familidarni FGFR1
germindlni mutace mohou v ramci své komplexni klinické prezentace rozvinout i pLGG.
(Schuettpelz et al., 2009; Elvis Terci Valera et al., 2018) Mezi dalsi hereditarni syndromy pfi
kterych se muaze v détském véku manifestovat pLGG patfi Sturge—Weberlv syndrom
(Cohen & Walter, 2016), DiGeorgliv syndrom (Xia et al., 2021), Downuv syndrom (Satge et
al., 2001), syndrom familiarniho melanomu (A. K. Chan et al., 2017) a tuberdzni sklerdza
(Chan et al., 2004). Prevalenci jednoznacné dominuje NF1. NejcastéjsSim nadorem

centralniho nervového systému pozorovanym u NF1 jsou gliomy optické drahy (OPG), které
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rozvine v prvnich 8letech Zivota az 20 % pacientll s NF1. Nutno podotknout, Ze pLGG

asociované s NF1 ¢asto zUstavaji indolentni. (Gutmann et al., 2017)

Na druhé strané lezi faktory charakterizujici vlastni nddorové onemocnéni. Mezi né patfi
anatomicka lokalizace, ktera je vyznamnym prediktorem progndzy. Lokalizace do znacné
miry podminuje rozsah resekce jako dalsi klicovy prognosticky faktor pLGG. V porovnani
s kompletni resekci, ktera je nejcastéji dosazena v oblasti zadni jamy lebni, maji pacienty,
ktefi podstoupili témér uplnou resekci 8.3x, parcidlni resekci 12.3x, biopsii 11.4x a pacienti
bez chirurgické intervence témeér 20x vyssi riziko progrese. (Stokland et al., 2010) Z pohledu
histologie favorizuje univariacni analyza preziti pilocytarni astrocytomy, kde 5Sleté PFS
dosahuje bez ohledu na Ié¢ebnou modalitu (resekce vs. chemoterapie) 72 %. Méné cCetné
histologické podskupiny vykazuji 5leté PFS podstatné nizsi. (Stokland et al., 2010; Wisoff et
al., 2011). Diseminace byva inicidlné popisovana pfiblizné u 4 % pLGG, v pfipadé progrese
tento podil stoupa na 7 - 12 %. (Hukin et al., 2002; Prados & Mamelak, 1994) Zda se, Ze
pritomnost vzdalenych loZzisek u pLGG progndzu negativné neovliviiuje. (Perilongo et al.,
2003) Biologické, genetické a klinické charakteristiky vysvétlujici diseminaci u pLGG
v soucasné literature nebyly uspokojivé vysvétleny.

Do jaké miry ovliviuji prognézu a reprezentuji biologickou povahu pLGG charakteristické
genetické zmény, je do jisté miry pfedmétem tohoto sdéleni. V ndsledujicim textu Uvodu

rozeberu klicové vlastnosti pLGG a stav soucasného poznani.

1.2 Pohled na soucasnou klasifikaci pLGG

Klasifikace tumor( CNS byla tradi¢cné zaloZzena vyhradné na histologickych vlastnostech,
a tak tomu bylo i u minulé klasifikace nadorovych onemocnéni CNS zastiténé Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) z roku 2016, ktera rozdéluje LGG do jednotlivych skupin
dle histopatologickych kritérii bez prihlédnuti k molekularné genetické charakteristice
téchto tumord. (Louis et al., 2016) 30 % pLGG historicky pozbyvalo typickych rysl pro
nékterou z WHO skupin a podle klasifikace WHO CNS 2016 byly zarazeny jako blize
nespecifikované (NOS). (Stokland et al., 2010)

WHO klasifikace CNS tumor( 2021 (CNS5) prinesla klicové zmény v diagnostice a klasifikaci
CNS tumor( détského i dospélého véku. (Louis et al., 2021) Do popredi stavi integrovanou

diagnostiku na zakladé histologie, imunohistochemie, zobrazovacich metod, klinického
11



prabéhu onemocnéni a molekuldrné genetickych charakteristik tumoru. Tato hybridni
taxonomie predstavuje soucasny stav oboru, ale je pravdépodobné pouze prechodnym
stavem k jesSté presnéjsi budouci klasifikaci.

V posledni dekadé prinasi dllezitou informaci pro klasifikaci CNS tumorl epigeneticka
analyza tumoru. Ukazuje se, Ze vétSinu typl nddord CNS Ize spolehlivé identifikovat podle
DNA metylacniho profilu. (Capper et al., 2018) Na teoretické roviné koncept DNA
metylacniho profilu nddord stavi na tom, Ze je bunécna diferenciace fizena genovou
expresi, ktera je kontrolovana transkripci jednotlivych gent. Tato kontrola se odehrdva
mimo jiné DNA metylaci, tedy kovalentni vazbou methylové skupiny v mistech genovych
promotor( a enhancer( (CpG ostrivky). Celogenomovy DNA metylaéni vzorec nadorovych
bunék pravdépodobné reprezentuje oboje, jak bunku plvodu, tak ziskané epigenetické

zmény, které se podileji na vzniku nddorového bujeni. (Fernandez et al., 2012)

1.2.1 Vybrané histologické typy pLGG sdiurazem na molekuldrné
genetickou perspektivu

Podle klasifikace WHO CNSS5 jsou glidIni tumory rozdéleny do 6 skupin: 1) Difuzni gliomy
dospélého typu 2) Difuzni gliomy nizkého stupné malignity u déti 3) Difuzni gliomy
vysokého stupné malignity u déti 4) Non-infiltrativni (ohrani¢ené) gliomy 5)
Glioneuronalni a neurondlni nadory a 6) Ependymomy. pLGG najdeme ve skupiné
difuznich gliomd nizkého stupné malignity détského véku, ve skupiné non-infiltrativnich
gliom{ a ve skupiné glioneuronalnich a neurondlnich tumoru. Celkem tyto tfi skupiny scitaji

24 fascinujicich jednotek. (Louis et al., 2021)

Ohranicené astrocytarni gliomy

Pilocytarni astrocytom (PA) tvofi pfiblizné 15 % vSech primarnich détskych mozkovych
nadord, cozZ z néj Cini nejc¢astéjsi gliom u déti. Incidence je nejvyssi u malych déti a s vékem
postupné klesa. (Ostrom et al., 2019) Prakticky vSechny PA studované pomoci molekularné
genetickych metod nesly alteraci ovliviiujici MAPK drahu. (Zhang et al., 2013) Incidence
jednotlivych genetickych znak( se lisi v zavislosti na anatomické lokalizaci, typicky PA je
infratentorialni (80 % vSech PA) KIAA1549::BRAF (60 % vSech PA) alterovany tumor. (Jones
et al., 2008; Pfister et al., 2008) Zbyvajici ¢ast tvofi spektrum lokalizaci a alteraci pres NF1

mutace (nejcastéji germindlni), dalsi alterace v genu BRAF (mutace, inserce, non-kanonické
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BRAF fuze), KRAS mutace, FGFR1 mutace Ci fuze nebo interni tandemové duplikace, fuze
genu rodiny NTRK, fuze RAF1 genu, aZ po velmi vzacné mutace histonu 3 H3.3. (Besnard et
al., 2018; Chen & Gutmann, 2014; Gutmann et al., 2013; Jones et al., 2013) Neobvykla
pestrost se vysvétluje molekularné specifickym otiskem bunék plvodu odrazejici
anatomickou lokalizaci a funkéni diferenciaci danych bunék. (Sharma et al., 2007) Tuto
hypotézu podporuje i odliSny metylacni profil supra- a infratentorialnich PA. (Lambert et
al., 2013)

Jeden z mdla pLGG, ktery neni dilem abnormalni aktivace MAPK signaliza¢ni drahy je
subependymalni obrovskobunécny astrocytom (SEGA). Genetickym podkladem je
bialelicka inaktivace TSC1 nebo TSC2 genu, ktera vede k abnormalni aktivaci mTOR drahy.
(J. A. Chan et al., 2004) SEGA typicky vyrlstaji ze subependymalniho prostoru lateralnich
komor a obturuji foramen Monroi, vzacnéji se vyskytuji ve treti komore. (Sharma et al.,
2004)

Mezi dalsi non-infiltrativni LGG, které se vzacné mohou vyskytnou i v détském véku patfi
choroidni gliom. Typicky je lokalizovany ve ventralni porci tfeti komory a prezentuje se
obstrukénim hydrocefalem. Onkogenni alterace typicka pro tuto histopatologickou
jednotku byla popsana vroce 2018 dvéma na sobé nezavislymi skupinami jako D463H
missense mutace v genu PRKCA. (Goode et al., 2018; Rosenberg et al., 2018)

Tumor pomysiné lezici na pomezi gliom( nizkého a vysokého stupné malignity je
astroblastom. Klicovou roli v jeho patogenezi hraje onkogenni fuze genu MN1. (Hirose et
al., 2018) 95 % doposud pospanych astroblastomu bylo popsano u Zenského pohlavi. (Chen
et al., 2020)

Glioneuronalni a neuronalni LGG

Z této skupiny pLGG lze vyclenit jednotky, které jsou typicky lokalizované supratentorialné
kortikalné, a tim je dan jejich epileptogenni potencidl. Nejcastéjsi epileptogenni tumor
détského véku je gangliogliom (GG) (Blumcke et al., 2017), ktery je asociovany s hotspot
mutaci V600E v genu BRAF. Publikované incidence mutace BRAF V600E u GG ovSem osciluji
mezi 10 % - 60 % v zavislosti na anatomické lokalizaci, pficemz nejcastéji byva zachycena u
kortikalnich tumorl a nejméné casta v oblasti michy. (Pekmezci et al., 2018; Schindler et
al., 2011) Dysembryoplasticky neuroepithelialni tumor (DNET) tvori dalsi ¢tvrtinu tumort

détského véku asociovanych s epilepsii. (Blumcke et al., 2014) 60 - 80 % DNET nese FGFR1
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alteraci, druha nejcastéjsi zména je BRAF V600E. (Qaddoumi et al., 2016; Rivera et al., 2016)
Vyznam abnormalni aktivity FGFR u DNET podtrhava identifikovanad germinalni mutace
FGFR1 R661P, kterd je asociovana s familidrnim vyskytem DNET. (Luzzi et al., 2019) Jako
farmakorezistentni epilepsie se mize demaskovat také pleomorfni xanthoastrocytom
(PXA), ktery tvofi méné neZ jedno procento astrocytarnich tumor(i a je pro néj
typicky presah do leptomening. (Louis et al.,, 2007) Z molekuldrné biologického hlediska
nese nejCastéji mutaci BRAF V600E s pridruzenou homozygotni deleci CDKN2A a/nebo
CDKN2B deleci. (Ida et al., 2014)

Byt je desmoplasticky infantilni gangliogliom / desmoplasticky infantilni astrocytom
(DIG/DIA) nejcastéji lokalizovan superficialné kortikalné, tak se jako epilepsie projevuje
vzacné. (VandenBerg, 1993) Casto prorlstd pres leptomeningy az dodura matter.
Histologicky je stroma bud’ smiSené — astrocytarni a neuronalni — (DIG) anebo je pfitomna
pouze astrocytarni komponenta (DIA). Drtiva vétsina DIG/DIA je diagnostikovana pred
dosaZzenim 24 mésice véku Zivota. Existuji ojedinélé kazuistiky pozdéjsi manifestace tohoto
typu onemocnéni, popripadé jiné lokalizace neZz superficidlni kortikalni. Je nutné
podotknout, Ze v téchto pfipadech nebyla provedena molekuldrné geneticky analyza a je
mozné, Ze se jedna o nepresné klasifikované tumory. (Per et al., 2009) Jako u vétsiny pLGG
je za spousté¢ tumorogeneze u DIG/DIA povazovana aktivace signalni drahy MAPK,
nejcastéji prostfednictvim mutace nebo fuze onkogenu BRAF (BRAF V600E, BRAF V600D)
nebo RAF1. (Greer et al., 2017; Wang et al., 2020) V literatufe se objevuji zpravy o DIG/DIA
kojeneckého véku jejimz spoustécéem jsou fuze NTRK, ROS, ALK. Je otazkou, zda se jedna
skutecné o DIG/DIA ¢i o infantilni hemisferalni gliomy. Pomoci v odliseni téchto dvou entit
muzZe DNA metylaéni vzorec, ktery je pro obé skupiny odlisny. (Wang et al., 2020)

Jednou znovych jednotek v CNS5 klasifikaci je difGzni glioneurondlni tumor
s oligodendrogliomovou slozkou a nuklearnimi clustery (DGONC), ktery muZe byt
diagnostikovany i v détském véku. DGONC byl vyclenén na zakladé metylacniho profilu
skupiny 31 tumord, ktery vytvari v t-SNE mapé vlastni cluster. (Pickles et al., 2021) Dalsi
specifické molekuldrné genetické markery zatim nebyly definovany. (Deng et al., 2020)
Stejné jako DGONC je papilarni glioneurondlni tumor (PGNT) supratentoridlni LGG.
Typickou vékovou skupinu vyskytu PGNT jsou adolescenti, s medianem véku v dobé
diagndzy 16let (rozmezi 6-54 let). (Hou et al., 2019) Molekularnim znakem PGNT je fuze
onkogenu PRKCA, nejcastéji s fuznim partnerem SLC44A1. (Pages et al., 2015)
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Rozety-formuijici glioneurondlni tumor (RGNT) je vzacny pomalu rostouci stfedocarovy
tumor mladych dospélych, adolescentt a déti. Typicky zaujima c¢ast IV. komory (Louis et al.,
2007), ale byl jiz popsan i v dalSich stfedocarovych strukturach (pinedlni krajina, micha,
diencephalon, septum pellucidum a lll. komora). (Krinawe et al., 2020; Anan et al., 2009;
Wang et al., 2009) Zda se, Ze na vzniku RGNT se podili synergicka aktivace MAKP drahy
a fosfatidylinositol-3-kindaza (P/3C) signaliza¢ni drahy. Na genetické Urovni je to
prezentovano hotspot aktivaéni mutaci v genu FGFR1 spolu s PIK3CA mutaci u 63 %
pacientl. U 33 % pacientl i spolu s inaktivacni mutaci v NF1 genu. (Sievers et al., 2019)
DalsSim prevazné stredocarovym pLGG je myxoidni glioneuronalni tumor. Typicky se jednd
o supratentoridlni stfedocarové lokalizace (septum pellucidum, corpus callosum,
periventrikularni, bilda hmota postrannich komor, medialni olfaktorickd oblast). Na
molekuldrni drovni nese nejcastéji mutaci v genu PDGFRA. Zajimavy poznatek k diskuzi je,
Ze na zakladé metylacniho profilu klastruji spolu s DNET. (Solomon et al., 2018)

pLGG, ktery recentnimi poznatky presahl své pojmenovani, je difusni leptomeningealni
glioneuronalni tumor (DLGNT). Dfive se za jedno z diagnostickych kritérii povazoval difuzni
rast v leptomeningedlnim prostoru mozku a michy, recentné viak byly publikovany solidni
DLGNT bez leptomeningealni slozky. (Appay et al., 2020; Chiang et al., 2017) Na genetické
urovni je charakterizovan aktivaci MAPK drahy, nejc¢astéji KIAA1549::BRAF fuzi a bud
samostatnou deleci 1p nebo 1q ziskem, nebo kodeleci 1p19q, vidy s absenci IDH1 mutace.
(Rodriguez et al., 2015) Kromé KIAA1549::BRAF fuze byly popsany u DLGNT také zmény
v genu NTRK ¢i RAF1. (Deng et al., 2018) David T.W. Jones ve své publikaci navrhuje rozdélit
na zakladé metylacniho profilu DLGNT do dvou skupin. DLGNT methylation class (MC)-1
a DLGNT- MC-2. Skupinu DLGNT-MC-1 je prognosticky pfiznivéjsi (5ti leté PFS 86 %, 5ti leté
0OS 100 %), spadaji do ni prevazné mladsi pacient; median véku v dobé diagndzy je 5 let.
DLGNT-MC-2 maji o pozndni horsi progndzu (5ti leté PFS 14 %, 5ti leté OS 43 %), median
véku v dobé diagnodzy je 14 let. Pfestoze na zakladé metyla¢niho profilu vytvari DLGNT dveé
jednotky, geneticky se tumory z téchto dvou tfid vyznamné prekryvaji. (Deng et al., 2018)
Soucdsti komplexni klinické prezentace autozomalné dominantniho Cowdenova syndromu
muzZe byt v détském véku dysplasticky cerebelarni gangliocytom. Dvé tretiny pacientl
s Cowdenovym syndromem maji zarode¢nou mutaci v genu PTEN. (Marsh et al., 1998) Dalsi
jednotky — multinodularni a vakuolizujici neuronalni tumor, centrdini neurocytom,

extraventrikularni neurocytom — LGG jsou v détském véku extrémné vzacné a jejich
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spoustéci mechanismy na molekuldrni Grovni jsou spiSe nepoznané. Pediatricka data jsou
omezend na jednotlivé kazuistiky nebo malé skupiny. (Capper et al., 2018; Turner et al.,
2020) Cerebelarni liponeurocytom jako jediny LGG ze skupiny glioneurondlinich

a neuronalnich tumor( zatim nebyl popsan v détském véku. (Gembruch et al., 2018)

Difuzni pLGG

Tento typ LGG se vyskytuje ve vsech vékovych skupinach a u déti je v porovndni s non-
infiltrativnimi pLGG vzacny. (Ostrom et al.,, 2023) Tvofi jej tumory astrocytdrni,
oligodendroglidlni nebo smisené. Klinickym pribéhem se i pfes infiltrativni rist do okolniho
CNS parenchymu jedna o tumory indolentni, u kterych je anaplasticky zvrat vzacny.
(Broniscer et al., 2007) Ve srovnani s ostatnimi pLGG maji nicméné progndzu horsi
a progrese jsou castéjsi. Z pohledu molekularni genetiky se jedna dominantné o IDH1-/H3-
wildtype tumory s bud BRAF V600E mutaci, FGFR1 alteraci nebo zménou v genu pro MYB
¢i MYBL1. Difazni pLGG nenesou CDKN2A/B deleci. (Ellison et al., 2019; Stone et al., 2018)
Mezi difuzni pLGG patfi angiocentricky gliom (AG) typicky lokalizovany v cerebralnim
kortexu, ale stdle Castéji se objevuji pfipadové studie, kdy byl popsan v oblasti mozkového
kmene. (Aronco et al., 2017) Virtualné vSechny AG vykazuji pfestavbu ¢i zménu poctu kopii
ve smyslu delece ¢i amplifikace lokusu pro gen MYB na 6q23.3. (Tatevossian et al., 2010)
NejCastéji se jedna o MYB::QKI fuzi a ve zbytku pfipadd o jinou MYB alteraci.
(Bandopadhayay et al., 2016) Novinkou CNS5 klasifikace mezi difiznimi pLGG je polymorfni
low grade neuroepitelianti tumor mladych (PLNTY). PLNTY je charakterizovany jako
indolentni cerebralni novotvar manifestujici se farmakorezistentni epilepsii u pediatrickych
pacientd ¢ mladych dospélych. Mikroskopicky je patrnd infiltrativné rostouci
oligodendroglidlni komponenta s kalcifikacemi a CD34 imunoreaktivitou. Jako u vétSiny
pLGG i u PLNTY je patogenetickou podstatou abnormalni aktivace MAPK drahy.
V souvislosti s PLNTY jsou popisované nejcastéji BRAF V600E mutace Ci FGFR fuze s riznymi
fuznimi partnery. (Huse et al., 2017) Metylacnim profilem lezi v blizkosti GG. (Capper et al.,
2018) Zbylou cast difuznich pLGG tvori skupina difaznich astrocytomti, MYB/MYBL-
alterovanych a difuznich LGG MAPK-alterované, které mohou byt jak astrocytarni, tak
oligodendroglidlni. (Ryall et al., 2020; Zhang et al., 2013)

Posledni diagnostickou jednotkou, kterou je dlleZité zminit je oligodendrogliom, IDH

mutovany s 1p19q kodeleci (OG). Jednd se sice o typicky diflzni gliom grade 2 a 3
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dospélého véku, ale v literature byli popsani adolescenti s OG nesoucim typické

histologické i molekularni znaky. (Rodriguez et al., 2014)

1.3 Molekularné-genetické alterace

Z pohledu molekularni genetiky predstavuji pLGG unikatni skupinu nadorovych
onemocnéni se stabilnim genomem a nizkou mutacni ndlozi. Spoustéci alterace tzv. driver
events se u pLGG vzajemné vylucuji a témér nikdy nekoexistuji soucasné. (Zhang et al.,
2013) V literatufe se pLGG oznacuji také jako onemocnéni jedné drahy, pficemz aktivace
RAS/MAPK drahy je u pLGG témér univerzalni a probiha na zakladé jednoho ze dvou
popsanych mechanisml — genové prestavby ¢i zmény nukleotidu (SNV) genu BRAF. Fuze
KIAA1549::BRAF, mutace BRAF V600E anebo mutace v genu NF1 predstavuji dvé tretiny
alteraci detekovanych u pLGG. (Ryall et al., 2020)

Zastoupeni a rozmanitost molekularnich alteraci studovanych u pLGG se lisi nejen podle
histologickych subtypU, ale i podle anatomické lokalizace tumoru. S expanzi robustnich
molekuldrné genetickych metod v posledni dekadé se paleta znamych alteraci, které
u pLGG funguji jako spoustéc onkogeneze, explozivné rozrostla.

Onemocnéni jedné drahy

Predilekce pacientli s NF1 pro rozvoj pLGG spolu s identifikaci onkodrivert KIAA1549::BRAF
a BRAF V600E u sporadickych pLGG vedla k hypotéze, Ze upregulace drahy RAS/MAPK m(izZe
byt primarni hnaci silou vzniku pLGG. (Collins et al., 2015; Kool et al., 2012; Northcott et al.,
2015) Nasledujici studie potvrdily aktivaci MAPK kindzové drahy pomoci méreni hladiny
fosforylovaného ERK proteinu i u sporadickych pLGG s jinymi genetickymi neZz BRAF
zménami. Aktivace MAPK signaliza¢ni drahy se potvrdila i u pLGG se zménami v genech
FGFR a dalSich receptorovych tyrosinkindazach (RTK), fuzi RAF1, mutaci KRAS a zménach
v genech MYB nebo MYBL1. (Ryall et al., 2020) Tyto objevy Cini z vétSiny pLGG onemocnéni
jedné drahy a aktivaci MAPK drahy u pLGG témér universalni.

Mutacni ndloz, tedy pocet mutaci na Mb genomu, se u LGG uvadi extrémné nizka (<0.1
mutatace na megabazi), s primérné 1.6 nesynonymnich SNV v jednom tumoru. Stabilita
genomu pLGG potencialné vyrazuje moznosti uZiti checkpoint inhibitord PD-1, PDL-1

v terapii. (Johnson et al., 2017; Jones et al., 2013)
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1.3.1 MAPK/ERK draha

MAPK/ERK signaliza¢ni drdha je evolu¢né zakonzervovana signaliza¢ni kaskada proteind,
jejiz komplexni role v kancerogenezi byla popsana v ¢etnych studiich. (Burotto et al., 2014)
Ovliviiuje Siroké spektrum biologickych déju klicovych pro bunécné déleni, preziti,
diferenciaci, pohyb a rezistenci vici Iékim. (Luca et al., 2012) Fyziologicky fungujici
MAPK/ERK draha hraje roli také v bunécné senescenci (Anerillas et al., 2020) a je
regulovana skrze ubigitin-proteazomovy systém. (Laine & Ronai, 2005) Vysledny efekt
aktivace MAPK/ERK drahy zavisi nejen na nacasovani, délce a intenzité signdlu, ale také na
prostorovych vztazich odkud signal pfichdzi. Proonkogenni ¢i tumorsupresorovy vliv
aktivace MAPK/ERK drahy je kontext-dependentni. (Burotto et al., 2014) MAPK/ERK draha
sehravda vbunécné signalizaci roli konvergentniho uzlu, ktery prenasi signaly jak
z extracelularniho prostredi skrze transmembranové receptory, tak z vnitiniho prostredi
buriky. (Yang et al., 2013) Navic skrze GTPazovou aktivitu proteinu Ras je MAPK/ERK draha
v obousmeérné interakci s dalSimi signaliza¢nimi drahami, jako je PI3K-AKT-mTOR draha.
(Burotto et al., 2014) Genetické abnormality deregulujici kindzovou aktivitu MAKP/ERK
drahy vedouci k jeji hyperaktivaci se podili na vzniku a progresi nddorového bujeni. Rada
alteraci podilejicich se na vzniku malignity byla identifikovana v rdznych urovnich
MAPK/ERK drahy a jsou predmétem dalsich klinickych studii jako cile pro molekularni
terapii. (Obrazek 1)
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Obrézek 1. Schématické znazornéni MAPK drahy a klicovych mist, ve kterych pldsobi molekuldrni inhibitory.

Konkrétni inhibitory uvedené v obrazku se uzivaji k terapii pLGG a NF1 pacientli na naSem pracovisti.

NiZe nasleduje prehled genl jejichz zména u pLGG vede k abnormalni aktivaci MAPK/ERK

signalizacni drahy.

RAF
RAF je souhrnné pojmenovani rodiny tfi geni — CRAF (RAF-1), BRAF a ARAF. Jedna se o
kinazy, které prendaseji transmembranové signdly do intracelularniho prostreni a ovliviuji

zejména bunécnou proliferaci a diferenciaci skrze regulaci genové exprese.
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BRAF

BRAF gen kdduje B-raf serin/treonin kinazu. Jedna se o vysoce regulovanou kinazu, jejiz role
pro prenos signalizace v burice skrze aktivaci MAP kinazové drahy je naprosto klicova.
Zmény v BRAF genu, které se objevuji u pLGG lze rozdélit na mutace a fuze. Toto arbitrarni
déleni je dullezité nejen pro diagnostiku, ale i progndézu a ev. klinickou odpovéd na
molekuldrni terapii. Vroce 2020 byla publikovand multi-instituciondlni integrovana
molekuldrné-klinicka analyza vice nez 1 000 pLGG, ktera potvrdila statisticky vyznamny
rozdil v progndze pacientl podle typu alterace, ktera postihuje gen BRAF. Nadory s fuzi
KIAA1549::BRAF maiji lepsi progndzu nez BRAF V600E (5leté PFS 69 % pro KIAA1549::BRAF
vs 52 % pro BRAF V600E). (Ryall et al., 2020)

Fuze

KIAA1549::BRAF fuze je nejCastéjsi genetickou alteraci u pLGG a byla popsana v roce 2008
dvéma na sobé nezavislymi védeckymi skupinami. (Jones et al., 2008; Pfister et al., 2008)
V literature se uvadi, Ze fuzi KIAA1549::BRAF nese 30 — 40 % pLGG. (Ryall et al., 2017)
Molekuldrné genetickym podkladem je tandemova duplikace onkogenu BRAF o velikosti
2 Mb na chromosomu 7q34, ktera vede k fuzi s genem KIAA1549. Tato prestavba vyustuje
ve ztratu N-terminalni regulatorni domény genu BRAF, coZz zpUsobi downstream up-
regulaci RAS/MAPK drahy. (Jones et al, 2008) Vzhledem kvysoké cetnosti se
KIAA1549::BRAF fuze déli na podtypy podle mista zlomu, tedy fuzujicich exon(. Nejcastéji
je popisovana fuze exonl 16-9 (49 %), déle ex15-9 (35 %), ostatni fuze jako ex16-11 jsou
méné cCasté, varianty ex13-11, ex15-11, ex18-10, ex19-9 se v literatufe oznacuji az za
vzacné. (Lassaletta et al., 2016; Ryall et al., 2020) Jestli i fuzni protein KIAA1549 sehrava
svoji biologickou roli v onkogennim efektu fuze, zGstava zatim nezodpovézeno.

Obecné maji tumory s KIAA1549::BRAF fuzi excelentni progndzu, minimalné do jisté miry je
to dano dvéma jiz vySe zminénymi faktory — vyskytem zejména u dobre ohranicenych
tumord a vyskytem v zadni jamé lebni — oba tyto faktory usnadnuji kompletni resekci
tumoru. (Becker et al., 2015; Hawkins et al., 2011) Situace je o poznani jind, pokud je fuze
identifikovana u difuznich LGG ¢i v hloubéji uloZzenych strukturach, kde neni moziné

dosahnout kompletni resekce. (Horbinski et al., 2010)
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Z histologického pohledu nese KIAA1549::BRAF vice nez 80 % PA a z anatomického pohledu
je popisovana témeér u 60 % pLGG mozecku. Pres tuto predominanci lze KIAA1549::BRAF

fuzi nalézt v témér kompletnim spektru lokalizaci a histologii pLGG. (Ryall et al., 2020)

Non-KIAA1549::BRAF fuze

Onkogen BRAF je promiskuitni fuzni partner a diky implementaci sekvenovani nové
generace byla popsana fada dalSich fuznich partner(. Vidy se jedna o vzdcné fuze, ¢asto
popsané na jednotlivych pripadech. (Tabulka 1) Zatim zUstava nejasné, zda se dopad na
pribéh onemocnéni u téchto fuzi lisi. Oproti KIAA1549::BRAF se tyto nekanonické fuze,

nachazeji zejména u hemisferalnich pLGG a pLGG kmene. (Ryall et al., 2020)

Tabulka 1. Priklad publikovanych fuznich partner( genu BRAF u pLGG

non-KIAA1548 BRAF fuze Zdroj
FAM131B::BRAF fuze (Cin et al., 2011)
RNF130::BRAF, CLCNG6::BRAF, (Jones et al., 2013)

MKRN1::BRAF, GNAI1::BRAF

GIT2::BRAF (Helgager et al., 2017)

FXR1::BRAF (Zhang et al., 2013)

SRGAP::BRAF (Jones et al., 2008)
Mutace

Bodova missense mutace BRAF V600E, tedy zdaména valinu za glutamat
v aminokyselinovém retézci, vede ke konstitutivni aktivaci kindzové domény bez predchozi
aktivace G-proteinem Ras. Pfedpoklada se, Ze zaména aminokyselin, kterou mutace BRAF
V600E zplsobi, napodobi fosforylaci aktivacnich aminokyselin T599 a S602. (Davies et al.,
2002)

BRAF V600E predstavuje druhou nejcastéjsi alteraci popisovanou u pLGG (17 %). (Lassaletta
et al., 2017) Ve vice nez poloviné pfipadd se vyskytuje v mozkovych hemisférach, druhou
nejcastéjsi lokalizaci je diencefalon. Na rozdil od KIAA1549::BRAF fuze je mutace vzacna
v mozecku. (Ryall et al., 2020) Incidence mutace BRAF V600E podle histologickych subtypt
osciluje v ramci jednotlivych studii. Nejvyssi incidence je uvadéna u PXA (66 - 78 %), a GNT

(GG 13 - 50 %, DNET 30 - 51 %). (Dougherty et al., 2010; Lassaletta et al., 2017) U PA
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a v zadni jamé lebni je obecné hotspot mutace BRAF V600E vzacna, na druhou stranu u
extracerebeldrnich PA tuto mutaci nékteré studie popisuji az v 33 %, nejcastéjsi pak v
diencephalonu. (Kurani et al., 2019)

Az v 10 % byva spojena s dalSimi zménami, nejcastéji s deleci CDKN2A, vzacné i s jinymi
SNV, pricemz byly popsany soubéhy se SNV v NF1, FGFR1, KRAS. Doposud nebyl popsan
soubéh mutace BRAF V600E s jakoukoli fuzi. (Ryall et al., 2020) V literature je popisovany
mozny soub&h BRAF V600E a H3K27M mutace u gliom( histologicky plsobicich jako pLGG.
(Besnard et al., 2018)

Historicky je u BRAF mutovanych pLGG uvadéna horsi progndza a odpovéd na konvencni
terapii (chemoterapie, radioterapie) ve srovnani s pLGG bez BRAF mutace. Podle jedno-
institucionalni analyzy 510 pLGG z roku 2017 je 10-leté preziti bez progrese 27 % (95% Cl,
12 - 42 %) u BRAF V600E mutovanych versus 60 % (95% Cl, 53 - 67%) pro BRAF wild-type
pLGG, (P <0.001). Na Spatné progndze se jako dva nezavislé faktory podili také pritomnost
CDKN2A delece a inkompletni resekce. Kombinaci téchto tfi faktord (pfitomnost BRAF
V600E mutace, rozsah resekce a ztrata CDKN2A) Ize identifikovat skupinu vysoce rizikovych
pacientl s méné nez 10% S3anci na kontrolu pLGG pomoci konvencni terapie. Z takto
definované kohorty pacientl se rekrutovali kandidati k vyuZiti terapie molekuldrnimi
inhibitory. (Chen et al., 2017; Lassaletta et al., 2017)

Jiné bodové mutace v genu BRAF jsou u pLGG popisovany vzacné. MUze se jednat o jinou
zaménu nukleotidd v kodonu 600 nebo o SNV v jiném hotspotu (Jones et al., 2013; Lee et
al., 2015) V ndvaznosti na lécbu molekularnimi inhibitory a narUstajicim mnozZstvim
znamych BRAF mutaci je mozné BRAF mutace rozdélit podle zavislosti na RAS signalizaci a
RAF dimerizaci do tfi kategorii. Déleni je klinicky dlleZité, nebot jednotlivé tfidy maji riznou
senzitivitu k molekuldrnim inhibitordm. (Yao et al., 2015) Tfida | (BRAF V600E mutace) je
na RAS signalizaci nezavisla, BRAF V600E je monomer s vysokou kindazovou aktivitou. BRAF
monomery jsou citlivé k inhibici v dnesni dobé uzivanymi léky (vemuRAFenib, daBRAFenib).
Trida | je u PLGG majoritni. Naopak, mutace z tfid Il a lll jsou k inhibitordm uZivanym v
soucasnosti necitlivé. Trida Il jsou na RAS nezavislé RAF konstitutivni dimery se stfedni az
vysokou kindzovou aktivitou. U této tfidy mutaci jsou v soucasnosti uzivané inhibitory
neefektivni kvlli kompetitivni vazbé dimeru. Tfida lll jsou RAS dependentni RAS-RAF
heterodimery s nizkou ¢i dokonce Zadnou kinazou aktivitou, a tudiZz nejsou mutace z této

tridy aktivacni. (Yao et al., 2017)

22



RAF1

RAF1 fuze jsou u pLGG velmi vzacné a jejich prognosticky vyznam neni jasny. Onkogenni
potencial RAF1 fuzi spoCiva podobné jako u BRAF fuzi ve fuzi C-termindlni RAF1 kinazové
domény s N-termindlni dimerizaCni jednotkou fuzniho partnera, coz vede k na RAS
nezavislé dimerizaci, a tedy aktivaci RAF1 kindzové domény. (Jain et al., 2017) Tabulka 2

nabizi pfehled znamych fuznich partnerli RAF1 genu u pLGG.

Tabulka 2. Zndmé RAF1 fuze u pLGG

RAF fuze Zdroj

QKI::RAF1 (Daoud et al., 2019; Zhang et al., 2013)
FYCO::RAF1 (Zhang et al., 2013)

NFIA::RAF1 (Westmose et al., 2016)
SRGAP3::RAF1 (Jones et al., 2009)

TRIM33::RAF1 (Deng et al., 2018)

Je zajimavé, Ze ATG7::RAF1 byla popsdna pouze u HGG. (Johnson et al., 2017; Phillips et al., 2017)

NF1

Mutace v genu NF1 vede ke ztraté funkce cytoplazmatického proteinu neurofibrominu,
ktery je za pojen do MAPK a mTOR drahy skrze RAS-RAF regulaci. Za fyziologického stavu
pUsobi neurofibromin jako tumor supresorovy protein aktivujici GTPazu, ktera negativné
reguluje aktivitu MAPK i mTOR drahy urychlenim hydrolyzy GTP vdzaného na RAS.
Normalné fungujici neurofibromin tedy plsobi jako negativni regulator bunééného rastu
a déleni. Z pohledu diagnostiky predstavuje gen NF1 vyzvu pro svoji velikost (60 exon),
chybéni hotspotll a diverzité patogennich zmén (posunové (frameshift) mutace, ztrata
heterozygozity, ¢i zvySend methylace genu NF1). (Gutmann et al., 2013) NF1 alterované
sporadické PA jsou vzacné ve srovnani s pLGG asociovanymi s neurofibromatdzou 1.

(Gutmann et al., 2017; Kluwe et al., 2001)

RAS
RAS (rat sarcoma viral oncogene) tvofi rodina tfi genli - KRAS, NRAS, HRAS. Vsechny tfi

geny koduji monomerni quanin trifosfatazy (GTPazy), které sehravaji dllezZitou roli pfi
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prenosu extraceluldrnich signald do intraceluldrniho prostfedi. Missense mutace
v proteinech RAS méni homeostatickou rovnovahu vazby GDP a GTP smérem k aktivnimu
stavu. Jednotlivé RAS proteiny se lisi tkdrfiovou specifitou, prevalenci mutaci, strukturou,
a tedy i downstream efektorovou funkci.

KRAS je nejCastéji zménény onkogen u nadorl vibec a bylo identifikovdno nékolik
preferencnich kodon(, ve kterych vznikaji mutace. Kazdy ma zdanlivé rozlicny vliv na
mechanismus a dynamiku abnormalni KRAS aktivace. MuzZe se jednat o vliv na hydrolyzu
(G12 a Q61) nebo vyménu nukleotidl (A146) nebo o mutace u nichz je vliv na hydrolyzu i
vyménu nukleotid méné dramaticky (G13 a K117). (Haigis, 2017)

U pLGG jsou mutace v genu KRAS velmi vzacné, na jednotlivych pfipadech sporadickych
astrocytomuU byly popsany v kodonech G12, G13 a Q61. (Janzarik et al., 2007; Johnson et
al., 2017; Sharma et al., 2005) Jejich vliv na pribéh pLGG nebyl zatim popsan na dostatecné
velké kohorté pacientd. U jinych nadorovych onemocnéni je ale patrné, Ze pacienti nesouci
KRAS mutované tumory hlife odpovidaji na standardni terapii. | proto bylo v poslednim
desetileti vyvinuto velké vyzkumné Usili ke vzniku KRAS inhibitor(. K soucasnosti Evropska
Iékova agentura schvalila KRAS inhibitor k uZiti u dospélych pacient(i — sotorasib — cilici na
subtyp KRAS G12C. (Huang et al., 2021) V literature neni popsany KRAS mutovany PLGG

|é¢eny pomoci cilené terapie.

PRKCA

PRKCA je gen kodujici protein kindzu C alfa (PKCa), ktera je ¢lenem rodiny kalcium
a fosfolipid dependentnich serin/treoninovych kinaz zavzatych do MAKP signalni drahy.
U pLGG jsou popisovany bud' fuze genu PRKCA (typicky u PGNT) nebo mutace (choroidni
gliom). Kanonickd fuze popisovand u PGNT SLC44A1::PRKCA vznikd reciprokou
translokaci t(9;17)(g31;924). (Bridge et al., 2013)

1.3.2 Rodiny receptorovych tyrosin kinaz

Druhou nejcastéjsi skupinou alteraci (priblizné 10 % vSech alteraci) u pLGG predstavuji
zmény v oblasti receptorovych tyrosin kindz (RTK), nejcastéji v genu pro receptor pro
fibroblasty rlstovy faktor 1 nebo 2 (FGFR1 a FGFR2). Zmény v ostatnich RTK (3.4 %)
popsané v literature zahrnuji mutace v genu MET ¢i PDGFRA Ci fuze v genech ALK, ROS

a NTRK2. (Stucklin et al., 2019; Ryall et al., 2020)
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FGFR

Fibroblast growth factor receptror (FGFR) je rodina transmembranovych receptor(
s tyrozinkindzovu aktivitou, jehoz abnormalni aktivace prispiva ke vzniku nadorového
bujeni. V literature jsou popsany 4 c¢lenové této rodiny (FGFR1-4). Do intracelularniho
prostiredi se signal zFGFR mUlie prenaset pres MAKP, mTOR, PIK3/Akt drahu
a pravdépodobné i dalsi. Ve kmenovych bunkach FGFR signalni drahy mohou prenaset
signal i pres Hedgehog, WNT, Noch a BMP (kostni morfogeneticky protein). (Katoh, 2007)
FGFR1 je druhy nejCastéji zménény gen u pLGG. Mezi somatické prestavby v genu FGFR1
popisované u pLGG patfi duplikace tyrosinkinazové domény, fluze, ¢i bodové mutace.
FGFR1 mutace (hotspot N546K nebo K656E) jsou druhou nejc¢astéjsi bodovou mutaci po
BRAF V600E u PLGG a je popisovana u 5-10 % pLGG pacient0. (Ryall et al., 2020) Tyto
aktivacni mutace vedou k autofosforylaci FGFR1, ktera vede k upregulaci MAPK drahy

a mTOR drahy, coZ ultimatné vede k bunéénému déleni.

Dalsi alterace zahrnujici FGFR popsané u pLGG jsou flze.

FGFR1::TACCI: Jedna se o jednu z nejcastéjsich FGFR fuzi, zejména u PA. (Ryall et al., 2020)
FGFR1::TACC1 je in-frame fuze mezi Casti genu FGFRI1, ktera kdéduje tyrozin kindzovou
doménu receptoru a oblasti kddujici gen TACC1. Mimo to, Ze je gen TACC (Transforming
Acidic Coiled-Coil) nejcastéjsi fuzni partner pro gen FGFR, tak ma mezi fuznimi partnery
vyjimecné postaveni i tim, Ze se jedna o protoonkogen. Ten se podili na regulaci dllezitych
bunécnych procest jako je bunécné déleni, vznik a zanik mikrotubul a sestaveni
mitotického vreténka. (Peset & Vernos, 2008) FGFR1::TACC1 fuze ma i proto unikani
biologické vlastnosti, vedouci k aneuploidii a abnormalni proliferaci. Toto se zatim
vysvétluje dvoji lokalizaci FGRF1::TACC1 fuzniho proteinu. Na bunééné membrané vede
abnormalni aktivace konstitutivni dimerizaci FGFR1::TACC1 proteinu k aktivaci MAKP drahy
a PI3K drahy. V jadre tento protein pravdépodobné narusuje funkci déliciho vreténka.
(Lasorella et al., 2017)

FGFR2 fuze: Fuze zahrnujici FGFR2 gen byly v souborech PLGG pacient(l pospany a jsou

méné Casté neZ FGFR1 fuze a fuzni partnefi jsou rlizni. (Ida et al., 2021)
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FGFR3 fuze: Fuze zahrnujici FGFR3 gen jsou z FGFR fuzi nejméné cCasté, v literatufe jsou
popisovany jednotky pripad pLGG. Podobné jako u FGFR2 jsou fuzni partnefi opét rlzni.
(Bale, 2020)

Lze shrnout, Ze FGFR alterace jsou nejcastéjsi u hemisferalnich pLGG. (Lassaletta et al.,
2016) Jejich vliv na progndzu zatim neni zcela jasny. Nicméné je patrné, Ze pLGG nesouci
pretavbu FGFR typu FGFR1::TACC1 a FGFR1::TKD nenesou dalsi zmény, naproti tomu FGFR1
mutované tumory ano a zda se, Ze tito pacienti maji horsi prognézu. (Ryall et al., 2020)
Terapeuticka odpovéd na uziti FGFR inhibitoru erdafitinibu byla recentné publikovana

u jednoho pLGG pacienta s FGFR1::TKD. (Stepien et al., 2024)

NTRK

NRTK (Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase) je rodina genU zahrnujici tfi tyrosin
kindzové receptory — NTRK 1 (TrkA), NTRK2 (TrkB), NTRK3 (TrkC). Tyto RTK hraji klicovou
roli ve vyvoji a funkci nervového systému. Ligandem pro NRTK receptory jsou
neurotrophiny, skupina rlstovych faktort dilezita pro preziti, diferenciaci a riist neurond.
(Kaplan & Miller, n.d.)

Analyza NTRK alteraci u 13 467 tumoru détského i dospélého véku publikovana v roce 2018
popisuje NTRK fuze u gliom( détského s incidenci 4 %, (resp. HGG vs LGG, 5.3 % vs 2.5 %)
(Okamura et al.,, 2018) U pLGG byly identifikovany fuze v genech pro neurotrofické
tyrozinkinazové receptory NTRK2 (TrkB) a NTRK3 (TrkC), pricemz identifikované fuze
zahrnovaly dimerizacni doménu. (Tabulka 3) Pfredpoklada se, Ze tyto fuze vedou k ligand
nezavislé dimerizaci a tim konstitutivni aktivaci RAS/MAPK drahy a mTOR drahy. (Jones et
al., 2013) Je dllezité zminit, Ze ke konstitutivni aktivaci NTRK receptoru muize dochazet
i dalSimi typy genetickych alteraci jako jsou amplifikace, mutace ¢i zvySena exprese.
(Okamura et al., 2018) Potencialni cil pro terapii aktudlné dostupnymi NTRK inhibitory
predstavuji pouze NTRK fuze. (Drilon et al., 2017) Vysledky, které pfinesl pan-NTRK inhibitor
larotrectinib v prospektivni studii vyvolaly velkou senzaci. Mira odpovédi byla deklarovana
az 76 %, tzn. u 76 % pacientd lécenych larotrectinibem doslo k alesport 30 % zmenseni
tumoru podle Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST), verze 1.1. Po roce
terapie u 71 % pacientd odpovéd trvala. (Drilon et al., 2018) Oralni pan-NTRK, ROS a ALK
inhibitor — entrectinib — prokdzal miru odpovédi 57 % a Ufad pro kontrolu potravin a léciv

USA jej schvalila pro pacienty strasi 12let. (Marcus et al., 2021)
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Tabulka 3. NTRK fuze u pLGG v literature

NTRK fuze Zdroj

QKI::NTRK2, NACC2::NTRK2 (Jones et al., 2013)

ETV6::NTRK3 (Zhang et al., 2013)

RBPMS::NTRK3 (Torre et al., 2018)

SLMAP::NTRK2 (Qaddoumi et al., 2016)
ROS

ROS1 gen kdduje receptorovou tyrosin kindazu. Fuze genu ROS vedouci ke konstitutivni
aktivaci kinazové domény byla identifikovana u rdznych typ( nadorovych onemocnéni,
u pLGG jsou ROS fuze velmi vzacné. (Tabulka 4) Funkci RTK ROS v normdlnich burkach
nebylo zatim plné porozuméno, presto maji ROS fluze terapeuticky potencidl, at jiz
selektivnimi ROS inhibitory (lorlatinib) ¢i multi-kinazovymi inhibitory, kdy nejvétsi uspéch

u détskych CNS tumord ma jiz zminovany entrektinib. (Liu et al., 2018)

Tabulka 4. ROS fuze u pLGG v literature

ROS fuze Zdroj

CEP85L::ROS1, GOPC::ROS1 (Johnson et al., 2017)

TMEM106B::ROS1 (Chmielecki et al., 2021)

KLC1::ROS1 (Nakano et al., 2019)
ALK

Gen pro kindzu anaplastického lymfomu (ALK) kdduje tyrosin kindzovy receptor, ktery
patfi do super-rodiny insulinovych receptor(. Jednd se o evolu¢né vysoce konzervovanou
tyrosin kinazu, kterd ma podle studii in vitro a na mysich modelech roli pfi fetalnim vyvoji
a diferenciaci neuron(i. Zmény genu ALK s onkogennim potencidlem byly identifikované
napri¢ détskymi i dospélymi, solidnimi i hematologickymi malignitami. U pLGG se jedna
o vzacné pripady hemisferdlnich tumord. (Tabulka 5) Zmény v genu ALK predstavuji
potencialni cile pro lé¢bu ALK inhibitory. (Cao et al., 2019) Jejich uskali tkvi ve vznikajici

rezistenci, s cilem ji pfekonat byly vyvinuty jiZ tfi generace ALK inhibitor(. Evropska Iékova
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agentura schvalila pro poutziti u déti ALK inhibitor prvni generace crizotinib (ALK a ROS1

inhibitor). (Pearson et al., 2021)

Tabulka 5. Publikované ALK fuze u pLGG

ALK fuze Zdroj

GIGYF2::ALK (Valera et al., 2020)

KTN1::ALK, CCDC88A::ALK (Olsen et al., 2015)

PPP1CB::ALK (Chmielecki et al., 2021)

EMLA4::ALK (Johnson et al., 2017)
MET

Gen Mesenchymal Epithelial Transition (MET) kdéduje dalsi transmembranovou
receptorovou tyrosin kinazu. Mutace v genu MET byly popsany u pLGG (Ryall et al., 2020),
kdezto MET fuze byly protazim, co se gliomU tyce, identifikovany pouze u kojeneckych
hemisferalnich HGG, kde se ale predpoklada urcity biologicky prekryv mezi pLGG a pHGG.
(Bender et al., 2016; Stucklin et al., 2019)

PDGFRA

Jako posledni RTK zapojenou do patogeneze pLGG zminim Platelet-derived growth factor
receptor alpha (PDGFRA). Mutace v genu PDGFRA je spojovana s myxoidnim glioneuralnim
tumorem. Jednda se zde o dinukleotidovou mutaci v kodonu 385, ktera vede k zaméné
bazické aminokyseliny lysin za hydrofobni leucin nebo izoleucin (p.K385L/l). Funkéni dopad
mutace PDGFRA p.K385L/I nebyl zatim publikovan. Pfestavby postihujicich extracelularni
Cast PDGFRA, které byly opakované pospané u HGG, vedou ke konstitutivni aktivaci
intracelularni tyrosin kinazové domény a tim spousti aktivaci PI3K a MAPK signalizacni
drahu. (Ozawa et al., 2010)

1.3.3 Ostatni

Priblizné 5 % alteraci detekovanych pLGG jsou bez pfimé souvislosti s RAS/MAKP drahou.
(Ryall et al., 2020) V literatufe byla vénovana pozornost zejména onkogenim MYBI

a MYBL1 a genu pro histon H3F3A.
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MYB a MYBL

MYB rodina genu se sklada ze tfi clent — MYB, MYBL1 (MYB protooncogene like 1), MYBL2,
které kdduji transkripcni faktory (TF). Jednotlivé MYB TF interaguji s rlznymi kofaktory
a jejich exprese (at uz ve smyslu tkanové specifity ¢i faze embryonalniho vyvoje) se ¢asto
neprekryva, coz naznacuje jejich rozdilné biologické role. (Ramsay & Gonda, 2008) MYBL1
protein je lokalizovany v nukleoplasmé a podili se na pozitivni regulaci transkripce pomoci
RNA polymerazy Il a dale na regulaci genové exprese cestou RNA interference (gene
silencing by RNA). Jeho dUlezZity paralog MYB gen kdduje také transkripéni faktor, jehoZ role
pfi proliferaci a diferenciaci hematopoetickych bunék skrze regulaci transkripce a genové
exprese je v literature zddraznovana.

Onkogenni zmény postihujici MYB protein popsané napfi¢ rlznymi nadorovymi
onemocnénimi jsou overexprese, fuze a ektopicka vazba onkoproteinu MYB na somaticky
mutované enhancerové sekvence.

Z pohledu pLGG jsou zmény v genu pro MYB a MYBL1 popisovany u difiznich gliom(, a to
sice u AG a difuzniho astrocytomu a MYB-MYBL-zménéného. (Bandopadhayay et al., 2016;
Qaddoumi et al., 2016) Typickou anatomickou lokalizaci, ve kterd je alterovany gen MYB ¢i
MYBL detekovan, jsou mozkové hemisféry, byly oviem popsany i v diencephalonu ci
mozkovém kmeni. (Chiang et al.,, 2019) Byt se zpublikovanych dat zda patrna
predominance zmén v genech rodiny MYB u astrocytarnich gliom(, byl publikovan i jeden
pfipad tumoru s histologickymi rysy oligodendrogliomu a MYB::MAML2 fuzi. (Qaddoumi et
al., 2016)

Patognomickym rysem se pro AG zda fuze MYB::QKl. Bandopadhayay ve své publikaci
popsala tfi mechanismy na zakladé, kterych fuze MYB::QKl spousti a udrzuje nadorovou
transformaci. Za prvé translokace propGjc¢i MYB genu super enhancer transkripce. Za druhé
MYB::QKI fuzni protein funguje jako TF pro gen MYB. Za tfeti hemizygotni ztratou exprese
proteinu QKI dochazi k castecné ztraté tumor supresorové funkce proteinu QKI.
(Bandopadhayay et al., 2016) Vzacné jsou u AG detekované i jiné MYB fuze (Tabulka 6), Ci
soubé&h MYB::QKI fuze a BRAF V600E mutace. (Chiang et al., 2019)
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Tabulka 6. AG a jiné neZ MYB::QKl fuze v literature

Myb faze Zdroj
MYB::ESR1 (Qaddoumi et al., 2016)
MYB::LOC105378099, MYB::PCDHGA1 (Chiang et al., 2019)

Skupina difuznich glioml, MYB-, MYBL- alterovanych je definovana abnormalni expresi
téchto genll. U MYBL1 dochazi k parciadlni duplikaci se zkracenim C-termindlniho regula¢ni
domény MYBL1. Trunkace-duplikace MYBL1 muze byt bud tandemova (Ramkissoon et al.,
2013) nebo vytvaret fuze s riznymi fuznimi partnery bez jasné preference. (Tabulka 7)
V jiném pocetnim zastoupeni ale v obdobném spektru jsou u difuznich astrocytomu MYB-,

MYBL alterovanych detekované MYB zmény jako u AG.

Tabulka 7. MYBL1 u difuznich glioma v literature
MYBL faze Zdroj

MYBL1::PCDHGA1
MYBL1::MMP16 (Chiang et al., 2019)
MYBL1::MAML2, MYBL1::LOC1549

IDH1/2

Isocitrat dehydrogendza 1 (IDH1) a isocitrat dehydrogendza 2 (IDH2) jsou enzymy
katalyzujici oxidaci isocitratu na alfa-ketoglutarat za prenosu elektronli na koenzym
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADP+) za vzniku redukované formy NADPH. Kazdy
z enzymU je kddovan jinym genem (IDH1 gen na chr2, IHD2 gen na chr15). Mezi sebou se
enzymy IHD1 a IDH?2 lisi subcelularni lokalizaci (IDH1 — cytoplasma, IDH2 — mitochondrie).
Oba sehravaji specifické role v bunééném metabolismu a podléhaji vlastnim regula¢nim
mechanismdm. Mutovany gen IHD1/2 produkuje protein se zménénou enzymatickou
aktivitou, jejichz vlivem dochazi k produkci 2-hydroxyglutaratu (2HG), ktery se v burice jako
karcinogen hromadi a narusuje bunéénou homeostazu. (Clark et al., 2016)

Mutace v genech pro IDH1/2 jsou bézné u dospélych gliom(, kde jsou popisovany pfiblizné
u 70 % nadord stupné Il a Ill. (Williams et al., 2008). V pediatrické populaci je mutace
v genech IDH1/2 extrémné vzacna, popisovana v miné nez 1 % pripadd. (Ryall et al., 2020)

Typicky se v takovych pripadech jednd o IDH1 R132H variantu IDH1 mutovaného
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proteinového retézce, ale byly identifikovany i jiné mutace v tomto hotspotu, které vedou

k jinym zdménam AMK. (Balss et al., 2008) IDH inhibitory jsou ve vyvoiji.

Histon H3F3A

Gen H3F3A kéduje na replikaci nezavislou variantu histonu 3 H3.3. To znamena, Ze se pfimo
nepodili na replikaci DNA, ale podili se na remodelaci chromatinu a regulaci genové exprese
tim, Ze oznacuje aktivni chromatin. (Ahmad & Henikoff, 2002) Histon 3 H3.3 je dulezity pro
transkrip¢ni plasticitu — zapina a vypind jednotlivé transkripéni programy a je dllezity pro
udrzeni transkripéni paméti. (Yuen & Knoepfler, 2013) Metylace H3K27 je marker
heterochromatinu spojeného s transkripéni represi zprostfedkovanou Polycomb
represivnim komplexem (PRC). Mutace K27M vede k zaméné lysinu za methionin, coz
zpUsobi ztratu trimethylace, zménu na epigenetické Urovni. Pro zajimavost, byl popsan
i dalSi mechanismus ztraty trimethylace lysinu 27 u difuznich stfedocarovych détskych
gliomQ, postradajici mutaci H3-K27M, a to sice nadmérnou expresi negativniho proteinu
EZHIP, ktery funguje jako regulator PRC. (Castel et al., 2020)

Méné Casta mutace H3-G34R/V vede k zaméné glycinu za arginin nebo valin. Mutace K27M
a G34R/V se v nadorech vzdjemné vylucuji a vykazuji odlisné profily genové exprese
avzorce metylace DNA. Mechanismy, kterymi mutace H3.3G34R/V prispiva ke
gliomagenezi, jsou relativné méné zifejmé. (Schwartzentruber et al., 2012) Gen HIST1H3B
koduje histon H3.1 a analogickd mutace p.Lys27Met (K27M) v ném byla popsany u pHGG.
(Bechet et al., 2014)

Ac jsou mutace v genu pro histon 3 H3 u pLGG vzacné, popisuji se napfric¢ histologickymi
subtypy (PA, PXA, GG) a vyskytuji se bud' jako jedine¢na udalost ¢i v kombinaci s dalSimi
SNV (BRAF V600E, FRFR1 ¢i NF1 mutace...). (Ryall et al., 2020) U pLGG nejsou k dispozici
dostatecné robustni studie, jak ovliviiuje mutace v H3 celkovou délku preZiti a klinicky
prabéh. Z dostupnych dat u HGG a kazuistik ¢i souborl pacientli u pLGG lze extrapolovat,

Ze mutace H3K27 zhorsuje progndzu i u pacientl s pLGG. (Puget et al., 2015)

CDKN2A
Gen cyklin dependentni kinasovy inhibitor 2A (CDKN2A) kéduje tumor supresorové
proteiny p16 a pl4arf. Oba tyto proteiny jsou zapojeny do regulace bunécného cyklu

a senescence. Jak jiz bylo zminéno, CDKN2A delece se u pLGG objevuje jako pridatna
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udalost k BRAF V600E mutaci a je spojena shorSi progndézou a rizikem maligni
transformace. (Mistry et al., 2015) Pravdépodobné je to dano tim, Ze ztrata CDKN2A

umoznuje tumoru uniknout prfed onkogenem indukovanou senescenci. (Jacob et al., 2011)

PIK3CA

Gen fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinasova katalyticka podjednotka alpha (PIK3CA)
kdduje protein p110 alfa, ktery je katalytickou podjednotkou fosfatidylinositol-3-kindzy
(PI3K), kterd je soucasti mTOR signalizacni drahy. Onkogenni mutace v tomto genu byly

nalezeny u DNET a maji aktivacni funkci. (Luzzi et al., 2019)

1.4 Progndza

pLGG se svoji biologickou povahou chovaiji jako chronické onemocnéni, jsou pro né typické
mnohocetné progrese, pficemz celkové preziti zUstava excelentni a 80 % déti se doZije
dospélosti. Nicméngé, vysoké OS pLGG je vykoupeno zdsadnim dopadem na kvalitu Zivota
pacienta a jeho rodiny. (Krishnatry et al., 2016) Jedinou kurativni modalitu pro né
predstavuje totalni resekce tumoru, kterou podle publikovanych dat podstoupi az 80 %
pLGG pacient(l. (Wisoff et al., 2011) Hlavni prediktivni faktor chirurgické resekability je
anatomicka lokalizace, pricemz 94 % LGG lokalizovanych v zadni jdmé lebni je chirurgicky
odstranéno, naproti tomu u stfedoc¢arovych tumor( v oblasti chiasmatu ¢i hypotalamu bylo
subtotadlné nebo kompletné odstranéno pouze 3.2 % nadoruU. (Stokland et al., 2010) Pokud
chirurgicky zakrok ohrozuje zachovani neurologickych funkci, Ucinnost zbyvajicich
[é¢ebnych modality se znacné sniZuje. Historicky se uZivala klécbé neresekabilnich
progredujicich pLGG radioterapie. V poslednim desetileti se ale pro zavainé pozdni
nasledky, kterych se nasi pacienti dozivaji, od této metody u pLGG odklonilo. Nelze zamlcet,
Ze ozarovani velmi dobre kontroluje rlist pLGG a v mnoha pfipadech bylo definitivnim
feSenim opakujicich se progresi, ovSem za cenu nevratného poskozeni neurokognitivnich
funkci, zmén na vaskulature CNS (Moay-Moay, ikty) a zvySeného rizika maligni
transformace. (Armstrong et al., 2011; Campen et al.,, 2012; Ullrich et al., 2007) Dalsi
|éCebnou strategii jsou rozlicné chemoterapeutické rezimy. (Tabulka 8) S jejich efektivitou
polemizuje neuspokojivé 5leté PFS 40 - 50 % u pacientl |é¢enych chemoterapeutiky bez

ohledu na to, jaky rezim byl pouzity. (Nageswara Rao & Packer, 2014)
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Tabulka 8. Srovndni PFS u jednotlivych CHT rezim( v publikované literature

Rezim Sleté PFS Studie

. PRI 39 % +4 % vs
Karboplatina + vinkristin vs (Ater et al., 2012)

thioguanin + prokarbazin + lomustin + vinkristin 52% +5%

(Bouffet et al.,
Vinblastin D2%+7%

2012)
Karboplatina + vinkristin vs 46 % vs (Gnekow et al.,
Karboplatina + vinkristin + etoposid 41 % 2017)
29 % *3leté
Kombinované rezimy s Bevacizumabem (Green et al., 2023)

PFS

Porozumeéni biologii pLGG predstavuje dalsi stfipek ke stanoveni spravné diagndzy, jejiz
dllezZitost a dopad na management IéCby snad ani neni potfeba vice rozvadét. Rozklicovani
biologickych vlastnosti prispéje k vytipovani skupiny pacientl, u které je treba zvolit
agresivnéjsi 1écebny pristup a kde naopak staci vyckdvat a observovat. Potfeba novych
|écebnych moZnosti, které zajisti kontrolu rlistu nddorového onemocnéni a zaroven nezatizi
pacienta mnoZstvim nezadoucich ucinkd, je pro tuto perspektivni skupinu pacient( vice nez

zfejma.
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2. Cile

Spole¢nym tématem historickych studii pLGG je, Ze rekrutovaly a délily pacienty podle
klasickych histologickych znak( tumor(. Hypotézou je, Ze tyto znaky nemusi nutné odrazet
zdkladni biologii daného tumoru a tim pddem mohou byt nachylné k nepresnostem

v klasifikaci. Ve svétle téchto poznatk( vznikl zaklad predkladané disertacni prace.

Hlavnim cilem bylo analyzovat a popsat retrospektivni kohortu détskych pacientt Ié¢enych
pro gliomy nikého stupné malignity. Jednotliva témata, kterymi se v praci zabyvam jsou
navrzena tak, aby poskytla komplexni pohled na molekularné-genetické charakteristiky

pPLGG a jejich vyznam pro diagnostiku, prognoézu a lécbu.
Lze je rozdélit do nékolika dil¢ich kroku:

1. Charakterizace molekularné-genetického pozadi pLGG: Cilem je podrobné popsat
genetické zmény v kohorté détskych pacient( l1é¢enych pro pLGG. To zahrnuje identifikaci
a analyzu frekvence vyskytu specifickych genetickych alteraci, jako jsou SNV a prestavby

v genech BRAF, FGFR, MYB/MYBL1, NTRK, IDH, ALK, RAF, ROS a dalSich.

2. Rozvijet strategie pro optimalni diagnosticky proces a management materialu:
S vyuZitim ziskanych dat navrhnout optimalizaci diagnostického vysetfovaciho postupu

s ohledem na vysSetfované geny a pouZité laboratorni metody.

3. Popsat vzacné skupiny pLGG: Identifikovat zmény na molekularni a epigenetické Urovni
u vzacnych podskupin pLGG jako jsou misni, talamické a IHD mutované hemisferdini pLGG.
Studovat u téchto raritnich nadort klinicky pribéh onemocnéni véetné agresivity, odpovédi
na |écbu, miry progrese a celkového preziti. To zahrnuje analyzu vztahu mezi specifickymi

genetickymi zménami a faktory jako vék pfi diagndze, anatomicka lokalizace a histologicky

typ.

4. Vyhodnotit potencialni terapeutické cile pro cilenou lécbu: Na zakladé identifikovanych
genetickych zmén navrhnout a diskutovat moznosti cilené terapie pro détské pacienty
s gliomy nizkého stupné malignity. To zahrnuje posouzeni vhodnosti a dostupnosti
inhibitorG BRAF, RAS, NTRK a dalSich relevantnich molekuldrnich cilG pro Ié¢bu této

specifické pacientské skupiny.

34



5. Analyzovat dopad Ié¢ebnych modalit na kvalitu Zivota pacientii: Posoudit, jak pouZita
terapie ovliviiuje dlouhodobé neurologické vysledky a kvalitu Zivota pacientl, vcetné

vyskytu pooperacnich deficitl a neurokognitivnich dysfunkci.
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3. Sbér dat a metodika

3.1 Soubor pacientd a klinické sledovani

Vzorky nador( a klinickd data pacient( s diagndzou pLGG, lé¢enych v nasem centru v letech
1999 az 2021, byly shromazdény pro hodnoceni preziti, radiologickych dat a molekularni
analyzu. Pacienti byli sledovani ambulantné s pravidelnymi kontrolami pomoci magnetické
rezonance. Veskera klinicka data byla shromazdovéana retrospektivné. Posledni pacient byl
zaregistrovan dne 7. prosince 2021 a stav onemocnéni pacientd byl aktualizovdn ke dni
22. Unora 2022. Pacienti, ktefi jsou soucasti analyzované kohorty, dali informovany souhlas

v souladu s nasimi rutinnimi postupy.

Molekularné-epigenetické vysetieni nddorovych vzorkd probihalo v Laboratofi Molekularni
Patologie Ustavu patologie a molekuldrni mediciny 2. LF pod vedenim pani doktorky Lenky
Krskové a v Laboratofi biologie solidnich tumord Kliniky détské hematologie a onkologie
2. LF UK a FN Motol pod odbornym dohledem pana doktora AlesSe Vichy. Podrobny popis
metod vySetfeni je soucasti publikaci, které tvori hlavni obsah disertacni prace.
Z molekularné genetickych metod tato prace stavi zejména na metodach zaloZenych na
nukleovych kyselinach, tj. polymerazova retézové reakce, Sangerovo sekvenovani, RNA

panelové sekvenovani, metoda MLPA a vySetfeni DNA metylacniho profilu.

Struénou metodiku RNA panelového sekvenovani a volbu vysetfovaciho panelu gena

a metodiku vysetifeni DNA metylacniho profilu uvadim nize.
3.2 RNA panelové sekvenovani

Na zakladé kvality zachovanych nukleové kyseliny ve vzorcich jsme pouzivali jeden
z komeréné dostupnych panell Archer® FusionPlex® (Archer DX, Boulder, Colorado) - Lung
kit / Oncology Research kit. (Tabulka 9) Tyto panely maji odliSné poZadavky na kvalitu
nukleové kyseliny v dasledku rzného poctu analyzovanych gen( a jsou pouzivany pro
identifikaci fuzi a SNV. Vyhodou téchto panell je moZnosti identifikace fuze i s neznamym
partnerem. Extrakce RNA, pfiprava knihovny a paralelni sekvenovani byly provedeny podle
doporuceni vyrobce. Amplikony multiplexni polymerazové retézové reakce byly
sekvenovany na pfistroji lllumina MiSeq a data byla analyzovana pomoci dvou rdznych
softwarll Archer a Arriba (https://github.com/suhrig/arriba/). Identifikované fuzni

transkripty byly validovany pomoci RT-PCR.
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Tabulka 9. Prehled vysetfovanych genti pomoci dvou uZitych genovych paneld firmy Diagnéstica Longwood.
® oznacuje geny, u kterych byly vysetfované prestavby (fuze, sestfihové varianty, zmény v exonech), ¢
oznacuje geny, ve kterych byly vysetfované SNV. Oncology research panel tvofi kompletni soupis gend, Lung

panel pouze geny s modrym pismem. Zpracovdno podle https://www.dlongwood.com/.

ABL1 e | ERBB2 e  /NSR ® | NRG1 ® | RARA °
ABL2 e | ERBB4 o  JAKI ® | NTRK1 ® RELA °
AKT1 ® | FRG o | JAK2 ® | NTRK2 ® | RET °
AKT2 ® | ESR1 o  JAK3 ® | NTRK3 ® | ROS1 °
AKT3 ® ESRRA o KIT e  NUMBL ® RSPO2 °
ALK e [FTV1 o  MAML2 e NUT ® RSPO3 °
ARHGAP26 e [FTV4 e  MAST1 ® PDGFRA & ¢e SYK °
AXL e | ETV5 e  MAST2 ® PDGFRB ® | TERT °
BRAF 4o ETVE e | MET 4o  PIK3CA e | TFE3 °
BRD3 e [EWSRI1 e MSMB ® | PKN1 e TFEB °
BRD4 ® | FGFR1 e  MUSK ® | PPARG e | THADA °
CRLF2 ® | FGFR2 e MYB ®  PRKCA ® | TMPRSS2 °
CSF1R ® | FGFR3 e MYC ®  PRKCB ® | TSLP °
EGFR ® | FGR e NOTCH1 e  PTK2B e TYK2 °
EPOR e /L2RB e NOTCH2 ® | RAF1 °

3.3 DNA metylacni profilovani

Analyza DNA metyla¢niho profilu byla provedena pomoci sady Infinium Methylation
EPICBeadChip Kit (lllumina, San Diego, CA, USA). Celkem 250 ng DNA izolované z Cerstvé
zmrazené nadorové tkané bylo zménéno bisulfitovou konverzi uzitim sady ZymoResearch
EZ DNA Methylation kit (Zymo Research Corp, Irvine, CA, USA). V pfipadé parafinovych
vzorkd byla obnova DNA provedena podle pokynli vyrobce (sada Infinium FFPE DNA
Restoration kit, lllumina, San Diego, CA, USA), stejné jako samotnad Infinium HD Methylation
Assay. Metylacni tfida byla stanovena s pouzitim verejné dostupnych verzi klasifikatoru

v11b4 a v12.5. (https://www.molecularneuropathology.org/)

3.4 Statisticka analyza

Statisticka analyza preZiti bez progrese a celkového preziti byla spocitdna metodou Kaplan-
Meier a p-hodnoty pomoci log-rank testu v otevieném statistickém prostredi R (v4.1.2),

s pouzitim balick( R survival (v2.41-3) a ggplot2 (v2.2.1).
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4. Vysledky

Kohortu analyzovanou v této praci tvofi pacienti mladsi 21 let, ktefi byli diagnostikovani

a/nebo léceni na Klinice détské hematologie a onkologie 2. lékarské fakulty Univerzity

Karlovy v letech 1999 - 2021 pro gliom nizkého stupné malignity. Pacienti se znamym CPS

nejsou soucasti kohorty. Z celkového poctu 289 pacientl byly k dispozici klinickd data pro

analyzu preziti u 282. Chybéjici nebo nedostatecné kvalitni materidl vzorku nadoru

k molekuldrné genetickému vysSetfeni mélo 52 pacientl, molekuldrni alterace byla

identifikovana u 237 pacienta.

Tabulka 10
Pocet
Proménna pacientd
Celkem 289
Muzi | 148
Zeny [ 141
Vék [medién, roky] 8.68
Lokalizace
Hemisferalni | 109
Zrakova draha | 25
Stfedocgarové | 51
Mozecek | 62
Micha | 28
Diseminované | 14
Histologie
Difuzni pLGG
AG |1
DA | 44
PLNTY | 1
oG |3
Ohranicené
asrocytarni pLGG
PA | 128
PXA | 8
Glioneurondlni a
neurondini tumory
GG | 51
DIA/DIG | 6
DLGNT | 2
DNET | 21
RFGNT | 1
MGNT | 5
LGG NOS 18
Alterace
Pfestavby
ALK | 3
BRAF | 108
FGFR | 26
NTRK | 8
MYB/MYBL | 5
RAF [ 1
ROS | 1
SNV
KRAS | 5
BRAF | 59
FGFR | 10
MET | 1
IHD | 10
UM/UN (UM) 52

Zakladni data shrnuje Tabulka 10. Median véku celé kohorty byl

8.68 let (rozmezi: 0.00 — 20.22). Distribuce pohlavi byla
rovhomeérnd, kohortu tvorilo 149 divek (51 %). Z lokalizaci tvofi
nejpocetnéjsi skupinu tumory lokalizované v oblasti mozkovych
hemisfér (n=109), druhou nejpocetnéjsi lokalizaci je mozecek
(n= 62). Stredocarovymi tumory (n = 51) se rozumi pLGG

lokalizované v oblasti basalnich ganglii, glanduly pinealis,
[ll. komory, thalamu, mesencefala, pontu, ¢i prodlouzené michy.
Vzacné jsou misni pLGG (n = 28) a sporadické pLGG v oblasti
zrakové drahy (n = 25), dale bylo identifikovano 14 pacientl
s diseminovanym pLGG. Z histologickych typl dominuji pilocytarni
astrocytomy (44 %), gangiogliomy (17 %), difuzni astrocytomy
(15 %) a ostatni histologické skupiny tvoti zbylych 9 % (n = 27),

18 pLGG nebylo histologicky blize zafazeno.

64 % identifikovanych alteraci predstavovaly genové prestavby.
Prestavby genu BRAF tvorily fuze KIAA1549::BRAF (n = 96)
a nekanonické BRAF fuze (n = 12). Kategorii KIAA1549::BRAF fuzi
Ize podle ¢etnosti identifikovanych exonl obou gen( ve kterych k
fuzi dochazi, rozdélit na KIAA1549::BRAF béiné fuzni varianty
(ex16-ex9, ex15-ex9) (n = 73), Ci KIAA1549::BRAF a vzacné fuzni
varianty (ex16-ex11, ex15-ex11, ex13-ex11, ex17-ex11) (n = 19).

V oblasti michy byla identifikovand doposud nepopsana fuzni

varianta KIAA1549::BRAF ex10-ex9 (n = 4), které se blize vénuji v publikaci o spinalnich
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pLGG. U 59 pacientl byla identifikovana patogenni mutace v genu BRAF, z toho 96 %
predstavovala mutace BRAFV600E. FGFR je druhy nejcastéji zménény gen ve studované
kohorté pLGG. Byly identifikované FGFR1 a FGFR2 fuze (n = 13), FGFR1 interni tandemové
duplikace (n=13) a FGFR1 mutace (n = 10). Prestavby genu MYB/MYBL tvorily MYBL
trunkace (n = 2) a MYB-QKI fuze (n = 3). Dalsi fuzné zménéné geny ve studované kohorté
jsou onkogeny NTRK2 (n = 8), ALK (n = 3), RAF (n = 1), ROS (n = 1). Jednonukleotidové
varianty (SNV), mimo jiz zminény gen FGFR1 a BRAF, nesl gen IDH1 (n = 10), KRAS (n = 5)
a MET (n=1).
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Obrdzek 2. Kaplan-Meierovi kfivky preZiti. A — Kfivka zndzorriuje celkové preZiti (Zlutd barva) a preZiti bez
progrese (modrd barva) pro celou kohortu pacienti. B — Kfivka preZiti bez progrese u jednotlivych
anatomickych lokalit, p < 0.0001. C — Krivka preZiti bez progrese pro pacienty, ktefi maji tfi roky a méné (Zluta
barva) ve srovnadni s kfivkou preZiti bez progrese pro pacienty 4 roky a starsi (modra barva), p < 0.0001.
D — Krivka preZiti bez progrese pro pacienty jejichZ nddorové onemocnéni neslo prestavbu (modra barva)

jednoho z vyse uvedenych gent ve srovndni s uvedenymi SNV (Zlutd barva), p = 0.3.
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Celkové 5leté, resp. 10leté preziti je 97 % (Cl: 0.951 — 0.995), resp. 93 % (Cl: 0.892 — 0.984),
Slelé, resp. 10leté preZiti bez progrese je 67 % (Cl: 0.611 — 0.734), resp. 58 % (Cl: 0.507 —
0.659). (Obrazek 2 A) Median casu do progrese byl 18 mésicli (rozmezi: 1 — 156 mésicl).
Median sledovani byl 74 mésicl (rozmezi: 1 — 262 mésicl). Statisticky vyznamny rozdil pro
preziti bez progrese byl prokdazan mezi jednotlivymi anatomickymi lokalizacemi, také mezi
pacienty mladsimi tfi let a starSimi (Obrdzek 2 B — C), a také mezi pacienty s kompletné
odstranénym tumorem a pacienty s ponechanym reziduem. Naopak se nepodafilo
prokazat statisticky vyznamni rozdil pro preZiti bez progrese mezi jednotlivymi genetickymi
alteracemi ani mezi prestavbami a mutacemi. (Obrazek 2 D) Komplexnost a pestrost
identifikovanych genetickych zmén v zavislosti na jednom z klicovych faktor( progrese —

lokalizaci — znazorfiuje Obrazek 3.

RAF fuze
[Nekanonické BRAF fuze

[NTRK fiize =

N\
'ﬁ ‘

-
KRAS mutace ——-Q\‘
(KIAA1540:BRAF e Tize e

s
KIAA1549:BRAF fuze vzacné _____'A

KIAA1549:BRAF fize bézné

N, Y%,
[ —
,‘“" e —
2 'Y,
[FGFR mutace & _—_J v | Hemisféry
1 ‘ ——
) o//'?i
s
[BRAF mutace vzacné —j NN — —
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Obrdzek 3. Diagram zndzorriuje distribuci genetickych zmén v zdvislosti na anatomickych lokalizacich.

Jednotlivé atributy jsou barevné odliseny, Sitka spojnic i box(i odpovidd pomérovému zastoupeni danych entit.
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Unikani jedno-institucionalni konsekutivni kohorta s kompletni klinickou anotaci, ktera byla
v ramci disertacni prace doplnéna o komplexni molekularné genetické vysetieni umoznila
identifikovat a analyzovat vzacné skupiny pLGG. Vzacné ve smyslu anatomické lokalizace —
misni, (Priloha 1) talamické a talamopedunkularni pLGG, (Pfiloha 2) nebo ve smyslu
molekularni alterace, kdy jsme analyzovali IDH alterované pLGG (Pfiloha 3). Pfedkladana
data byla také podkladem pro studii zaméfenou na pozdni nasledky po prodélané
onkologické |é¢bé u pacientli s tumorem zadni jamy lebni, kde nejvétsi podil tvofi pravé

pacienti s pLGG. (Pfiloha 4)

4.1 Genomicka analyza spindlnich pLGG

Misove A, Vicha A, Broz P, Vanova K, Sumerauer D, Stolova L, Sramkova L, Koblizek M,
Zamecnik J, Kyncl M, Holubova Z, Liby P, Taborsky J, Benes V, Pernikova |, Jones DTW, Sill
M, Stancokova T, Krskova L, Zapotocky M. Integrated genomic analysis revealed high
priority actionable targets in pediatric intramedullary low-grade gliomas. Acta neuropathol

commun. 10, 143 (2022). doi: 10.1186/s40478-022-01446-0 (Pfiloha 1)

Détské misni gliomy (sLGGs) tvoii pfiblizné 5 % vsech pLGG. Uroveri molekuldrné
genetického poznani této vzacné skupiny CNS tumor( détského véku byla v dobé nasi
publikace znac¢né neutésend. Znalosti byly limitovany na vysledky ziskané pomoci metod
FISH, Nano-String ¢i RT-PCR. Panovala absence publikované vylucné détské kohorty
pacientl a chybélo jakékoli sdéleni stran zkuSenosti s cilenou terapii. Nase prace si kladla

za cil alespon Castecné tyto mezery v poznani pLGG eliminovat.

Kohortu tvorilo 26 pacientd, coz predstavuje vSechny bioptované pacienty s sLGGs lécené
mezi |éty 2000-2020. Median véku pfi diagndze byl 4.55 let (rozmezi 1.15 — 17.54 let),

histologicky dominovaly pilocytarni astrocytom, difuzni astrocytom a gangliogliom.

Analyza odhalila onkogenni alteraci u 93 % vzork(, které bylo mozné rozdélit do dvou
zdkladnich skupin. Prvni skupinu tvofily BRAF flaze (83 %), které predominantné tvofily
KIAA1549::BRAF fuze s vysokym podilem vzacnych variant a druhou skupinou byly non-
BRAF zmény. Sekundarni zmény predstavovaly ve skupiné non-BRAF sLGGs homozygotni

deleci CDKN2A a u BRAF sLGGs patogenni varianty v MET a EGFR.

Za zminku stoji zejména identifikace nové fuzni varianty KIAA1549::BRAF (ex10:ex9) ve
Ctyfech pfripadech spolu se vzdcnymi typy fuzi KIAA1549::BRAF (21 %). Anatomicka
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distribu¢ni analyza KIAA1549::BRAF ex10:ex9-pozitivnich nadorl odhalila specificky vzorec,
kdy tumory nesouci tuto fuzi jsou lokalizovany cerviko-thorakalné. V jiné anatomické

lokalizaci tato nova fuzni varianta nebyla v nasi kohorté pacient odhalena.

Non-BRAF zmény (CLIP::NTRK2, KANK1::NTRK2, RAF1::QKI a KRAS Q61H) byly nalezeny
u Ctyr pacientd. Skupinu spojoval nizky vék (< 3roky) pfi diagndze a atypické histologické
rysy. Molekuldrni testovdni hralo vtéto skupiné pacientld klicovou roli pro stanoveni
spravné diagnozy a pri rozhodovani o |écebné strategii. Pfikladem toho muzZe byt pacient,
ktery byl inicidlné na zakladé histologického vysetfeni klasifikovan jako HGG (anaplasticky
astrocytom grade Ill) a diky molekularnim a epigenetickym charakteristikdm tumoru byl

preklasifikovan jako sLGG. To mélo zasadni vliv na jeho management.

Prezentovand data predstavuji dalsi stfipek pro budouci prospektivni pLGG studie. Lze
shrnout, Ze vice nezZ polovina nalezenych genetickych alteraci nebyla dfive v kontextu sLGGs
popsana. Dokonce byla odhalena nova varianta fuze KIAA1549::BRAF ex10:ex9, ktera se zda
pro misni lokalizaci exkluzivni. V kontextu novych terapeutickych moznosti se sLGGs jevi
perspektivni, nebot 92 % pacientd z nasi kohorty neslo alteraci potencialné vhodnou
k cilené terapii. Efekt MEK a NTRK inhibitort doklddame na nékolika kazuistikach, které jsou
soucasti publikace. Sdéleni jednoznacné podtrhavd vyznam duleZitosti integrované

diagndzy jak pro pocatecni stratifikaci onemocnéni, tak pro naslednou terapii pLGG.

4.2 Preziti a zachovani  neurologickych funkci u talamickych

a talamopedunkularnich pLGG

Benes V, Zapotocky M, Liby P, Taborsky J, Blazkova J, Blazkova J, Sumerauer D, Misove A,
Pernikova |, Kyncl M, Krskova L, Koblizek M, Zamecnik J, Bradac O, Tichy M. Survival and
functional outcomes in paediatric thalamic and thalamopeduncular low grade gliomas.

Acta Neurochir 164, 1459-1472 (2022). doi:10.1007/s00701-021-05106-5 (Pfiloha 2)

Talamické a talamopedunkuldrni pLGG svym rastem tla¢i na funkéné krucidlni oblasti
mozku (bazalni ganglia, hypotalamus...) a pfilehlé neuro-vaskuldrni struktury (ll. a lIl.
hlavovy nerv, arteria cerebri posterior...). Svou neptiznivou anatomickou lokalizaci pGsobi
radu neurologickych pfiznak( a neurochirurgicky vykon v této diskrétni topografii je znacné
rizikovy. Nicméné, pokroky vzobrazovacich metodach, mikrochirurgickych metodach
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a intraopera¢nim monitoringu umoznily v poslednich letech extenzivnéjsi chirurgické
vykony. Cilem této studie bylo posoudit, zda je rozsahla resekce pro déti s talamickymi

a talamopedunkularnimi pLGG prospésna.

Do studie bylo zahrnuto 21 pacientll z nasi kohorty pLGG, ktefi byli [é¢eni mezi |éty 2005 az
2020. Strategie operacniho vykonu bylo odstranéni celého tumoru v pfipadé, Ze to bylo
technicky proveditelné a neohrozoval by takovy rozsah resekce pacientovi neurologické

funkce.

Z odebraného materidlu nadorové tkané byla zakladni molekularni alterace uUspésné
identifikovdna u 17 pacientl (81 %). Vétsina nador( nesla fuzi KIAA1549::BRAF (n = 10)
nebo mutaci BRAF V600E (n = 3). U tfi pacientl byly odhaleny zmény v RTK (FGFR1, NTRK1
a ROS1). Navic, byla zachycena zarode¢nd mutace v genu NF1, coZ vedlo u tohoto pacienta
k potvrzeni neurofibromatozy typu 1. U tfi pacientd (19 %) nebyla odhalena Zadna zména
na molekularni Urovni, coZ bylo bud' v disledku nedostate¢ného mnoZstvi nddorové tkané
(n = 3) nebo v dlsledku negativity vysledkd vSech pouzitych vySetfovacich metod véetné
RNA sekvenovani (n = 1). Kompletni odstranéni tumoru bylo provedeno u Sesti pacientd,
z celé kohorty mél jeden pacient trvaly pooperacni deficit. Tento pacient s KIAA1549::BRAF
fuzovanym tumorem podstoupil netdplnou resekci tumoru a nasledna progrese byla fesena
chemoterapii. Zadny z pacientd, ktery podstoupil kompletni odstranéni tumoru neprodélal
v dobé publikace recidivu onemocnéni. Ze zbylé ¢asti prodélalo progresi onemocnéni 60 %
déti, median preziti bez progrese byl 7,3let. DuleZité je podotknout, Ze progrese byly
bezpriznakové, zachycené na dispenzarnich kontrolach magnetickou rezonanci a nasledné

feSeny bud’ systémovou terapii, dalsi resekci a jeden pacient byl pouze sledovan.

Vysledky podtrhavaji dilezitost raciondlniho chirurgického pfistupu, ktery uprednostniuje
pooperacni kvalitu Zivota déti s talamickymi a talamopedunkularnimi pLGG. Zatimco
kompletni resekce nabizi nejlepsi Sanci na vyléceni, zasadni je rovnovaha mezi kontrolou
nadoru a zachovanim neurologickych funkci, podporena faktem, Zze 88 % pacientd,
u kterych byla znama alterace, nese ve svém onemocnéni potencialni cil pro molekularné

terapii.
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4.3 Vzacné varianty mutaci vgenu IDH1 u pLGG mohou demaskovat Li-

Fraumeniho syndrom

Sumerauer D, Krskova L, Vicha A, Misove A, Mamatjan Y, Jencova P, Vickova M, Slamova L,
Vanova K, Liby P, Taborsky J, Koblizek M, Klubal R, Kyncl M, Zadeh G, Stary J, Zamecnik J,
Ramaswamy V, Zapotocky M. Rare IDH1 variants are common in pediatric hemispheric
diffuse astrocytomas and frequently associated with Li - Fraumeni syndrome. Acta

Neuropathol. 1-3 (2020). doi:10.1007/s00401-019-02118-5 (Priloha 3)

Jak jiz bylo naznaceno v Uvodu prace, mutace v genu IDH1 jsou bézné u dospélych gliom,
ale v détském véku jsou vzacné a jejich vliv je nejasny. Predkladana prdce se zaméfila na
vyskyt IDH1 mutace u hemisferalnich pLGG a prekvapivé odhalila asociaci vzacnych variant
IHD1 mutace u adolescentl s Li-Fraumeniho syndromem. Podkladem Li-Fraumeniho
syndromu je zarode¢na mutace v genu TP53, ktera nositele predisponuje k rannému rozvoji

nadorovych onemocnéni.

Komplexni molekuldrné geneticka analyza odhalila v kohorté 76 hemisferalnich pLGG
celkem 9 pacient( (11.8 %) s IDH1 mutaci. Median véku pacient s mutovanymi IDH1 pLGG
byl 12,8let (rozmezi 10.6 — 17.2let). Sokujici bylo, Ze pouze t¥i pacienti nesli klasickou
variantu mutace IDH1 R132H, kdezto zbylych 6 pacientl neslo vzdcné IHD1 mutace,
konkrétné IDH1 R132G, R132S a R132C. Germinalni TP53 patogenni mutace byla odhalena
u 43 % pacientd, u kterych byl k dispozici vzorek krve, a z nich 67 % (2/3) tumor( neslo
vzacnou variantu IDH1 mutace. Data ziskané pomoci DNA metylacni array ukazuji, Ze pLGG
nesouci IDH1 mutace sdileji podobny epigeneticky profil s /IDH1 mutovanymi gliomy
dospélého véku. Toto zjiSténi naznacuje mozZné agresivni biologické chovani IDH1
mutovanych pLGG, coZz mUzZe usnadnit proces volby vhodné |éCebné strategie a intenzity

sledovani danych pacientd.

Z dat uvedenych v publikaci vyplyva, Ze zmény v genu IDH1 jiné nez R132H jsou u détskych
hemisférickych difdznich astrocytomu relativné ¢asté a v témér poloviné pfipadd byly
spojeny s k nadorlim predisponujicim syndromem. Rutinné uZivané metody detekce
mutacniho stavu IDH1 spoléhaji pfedevsim na imunohistochemické vysetreni nebo droplet
digital PCR. Obé tyto metody jsou specifické pro detekci mutace /IDH1 R132H, coZ podle
naseho zjisténi mize vést k podhodnoceni vyskytu IDHI mutace u pLGG. Celkové studie

pfispiva k porozumeéni molekularné genetického pozadi hemisferalnich pLGG, zejména
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v kontextu CPS jako je Li-Fraumeniho syndrom. Prezentovana data jednoznacné deklaruji
dllezitost patrani po IDH zménach v gliomech u détskych pacientl a podtrhuji nutnost
komplexniho molekuldrné genetického vysetieni pacientl s pLGG v kontextu stanoveni

diagndzy a rozhodovanim o |écbé.

4.4 Vliv l1ééebné modality na studijni vysledky u pacientt s tumorem zadni jamy

lebni

Kruseova J, Kovacova AS, Zapotocky M, Sumerauer D, Pernikova |, Starkova D, Misove A,
Zichova A, Capek V, Langer T, Zehnhoff-Dinnesen A, Eckschlager T, Kyncl M. Older age is a
protective factor for academic achievements irrespective of treatment modalities for
posterior fossa brain tumours in children. PLoS One 15, 1-12 (2020).
dio:10.1371/journal.pone.0243998 (Priloha 4)

Studie sleduje pozdni nasledky a kvalitu Zivota retrospektivni kohorty pediatrickych
pacientd léenych pro tumor v oblasti zadni jamy lebni (ZJL) mezi lety 1980 — 2012.
V definovaném casovém obdobi prezivalo déle nez pét let okolo 70 % pacientl
s tumorem ZJL. Vysokd mira prezitd byla vykoupena intenzifikovanymi |écebnymi rezimy,
zejména chemoterapeutickymi rezimy na bazi cisplatiny a radioterapii. Studie si kladla za
cil zmapovat dlouhodobou toxicitu, kterd je vyznamnym problémem ovliviujicim kvalitu
Zivota prezivsich.

Kohortu tvofi 70 pacient( s glidInimi tumory; z toho 61 jsou pLGG a zbytek ependymomy
a 40 pacientd s meduloblastomem. V kohorté neni Zadny pacient s HGG, to je dano tristni
prognézou tohoto onemocnéni, kterd ani nedovoluje rozvinout dlouhodobé nezadouci
ucinky. Vykonnost, ktera byla hodnocena pomoci Karnofsky skore (KS), byla snizena u 18 %
pacientd s glialnim nadorem. Vsichni tito pacienti byly IéCeni radioterapii, chirurgicky nebo
a byla prokdzdna statisticky vyznamna korelace mezi nizkym KS a horSimi studijnimi
vysledky. Problémy se sluchem mélo 25 % vSech pacientu. Zajimavé je, Ze nebyla prokdzana
zadna korelace mezi Urovni dosazeného vzdélani a polééebnymi zménami na magnetické

rezonanci.
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Vysledky zdGraznuji zranitelnost, zejména déti mladsSich péti let, k dlouhodobym
nezadoucim ucinkim, ze kterych byly prominentni poruchy sluchu a potiZe s ucenim.
PfedloZend data ilustruji, Ze intenzivni 1éCba za cenu zachrany Zivota zpusobi handicapy,
které nasledné snizuji kvalitu Zivota. Vysoké zastoupeni pacientl splLGG podtrhava
dllezitost hledani co nejSetrnéjSiho pfistupu ktémto pacientim s perspektivou

dlouhodobého prefziti a biologicky indolentnim onemocnénim.
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5. Diskuze

Tézisté disertacni prace tkvi v unikatni kohorté pacientl rozsifené o klinickou anotaci
a molekularné genetickou analyzu nadorovych vzorkd. Tvofi ji vice témér 300 pacientl
[é¢enych pro pLGG za 22 let. Obdobnd kohorta u nas doposud nebyla publikovana, prace
obohacuje védéni o pLGG jak u nas, tak i vzahranic¢i, jak je doloZeno konkrétnimi
publikacemi. S uréitou mirou opatrnosti lze vysledky extrapolovat na tuzemskou populaci

pLGG a vyvozovat z nich zavéry pro nasi praxi.

Za nejdllezitéjsi vysledky své prace povazuji identifikaci driver alteraci u konkrétnich
pacient(, nebot tradi¢né byly pLGG diagnostikovany vyluéné na zakladé histologie, ale to
ne vidy odrazelo jejich biologické vlastnosti i kdyz mezi jednotlivymi histologickymi
entitami pLGG existuji urcité prekryvy. Klasifikace, ktera stoji pouze na subjektivnim
hodnoceni histologickych znak(i se z dnesniho pohledu jevi jako nedostatecna. Aby bylo
mozné efektivné rozpoznat jednotlivé typy pLGG, je nezbytné mit robustni na biologii
zaloZenou klasifikaci. Je strhujici, Ze s boomem molekularnich metod se ndm nastroje
objektivniho poznani dostdvaji do rukou a je nutné se je naucit efektivné vyuzivat a znat
jejich limity. Hvézda molekularniho poznani pLGG se zrodila v roce 2008, kdy dvé na sobé
nezavislé védecké skupiny popsaly genovou duplikaci BRAF jako spoustéc gliomageneze
pLGG. (Jones et al., 2008; Pfister et al., 2008) Definitivné toto smérovani potvrdila aktudlni
CNS5 klasifikace. Kromé toho, Ze prinesla jiz nevyhnutelnou integraci molekuldrnich
chrakteristik do diagnostiky, také odlisila difuzni gliomy détského a dospélého typu, coz? je
krok vpred v jasném oddéleni téchto prognosticky a biologicky odliSnych skupin nadord.
U pLGG je tumorogeneze hndna abnormalni aktivaci MAP kindzové drahy, kdezto
u dospélych LGG dominuji IDH alterované tumory. Biologicky se jednd o dvé zasadné
odliSnd onemocnéni. Jednou z dil¢ich vyzkumnych otazek bylo, pro¢ se u ¢asti détskych
pacient( objevuje typ dospélych LGG IDH alterovanych? Voditkem byla ztrdta somatické
p53, kterad byla imunohistochemickym vysetfenim patrna u Sesti pacientl. Vzorek krve pro
analyzu statutu germinalni TP53 byl k dispozici u sedmi pacientl a u tfi z nich doslo

k diagnostikovani Li-Fraumeniho syndromu. (Pfiloha 3)

Explozivni narlst znalosti o pLGG pfinesl nesporné benefity pro pacienty, co se diagnostiky,
stratifikace, managementu a moznosti IéCby tyce. Takto postaveny komplexni pfistup na

druhé strané zvySuje naroky na provadéné metody. Napfiklad s naristem poznanych
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fuznich variant KIAA1549::BRAF je ziejmé, Ze identifikace pomoci RT-PCR se stava
neefektivni. Na toto poukazujeme i vpublikaci o misnich gliomech, kdy diky
komprehensivnimu molekularnimu vysetfeni byla objevena dokonce nova fuzni varianta
KIAA1549::BRAF ex10-9. Naproti tomu jina studie zabyvajici se miSnimi gliomy z roku 2020,
ktera se zpodstaty pouZitych metod omezila na identifikaci pouze nejéastéjsich
KIAA1549::BRAF podtypl uvadi incidenci 42 %. (Grob et al., 2020) To je v korelaci
s poznanim, kdy v nasi kohorté sLGGs byla incidence béznych subtypl KIAA1549::BRAF 34
%, ale k tomu jsme identifikovali u dalSich 35 % pacientl vzacny ¢i novy typ této fuze.
(Pfiloha 1) Volba nedostatecné robustnich vySetfovacich metod mUZe vést v pripadé sLGGs

az u poloviny KIAA1549::BRAF fazovanych tumoru k faleSné negativnimu vysledku.

Jednim z cild prace bylo optimalizovat vySetfovaci postup u pLGG s ohledem na mnohdy
limitované mnozstvi materidlu ziskaného probatorni biopsii, jako tomu byva u diskrétnich
anatomickych lokalizaci typu misnich a stfedocarovych pLGG. U tumor( v neuro-
anatomicky citlivych oblastech muize byt s ohledem na zachovani neurologickych funkci
jedind moznost biopsie Ci ¢aste¢né odstranéni tumoru. Pravé u téchto pacient(, kde mame
k dispozici rozsahem vykonu omezené mnozstvi biologického materialu, hraje vysetreni
spoustécich alteraci krucidlni roli, protoZze nepfinasi pouze diagnostickou informaci, ale
potencialné predstavuje i cil pro molekularni terapii a z nasich dat vime, Ze pacienti
s nekompletné odstranénym tumorem jsou v riziku progrese. Z tohoto pohledu, se za
optimalni jevi v prvnim kroku cilené vysetfeni nejcastéjsich alteraci pro danou lokalitu
a histologii pomoci RT-PCR ¢i Sangerova sekvenovani a v pripadé negativniho vysledku
pristoupit k RNA panelovému sekvenovani, kdy volba konkrétniho komeréné dostupného
panelu genl zavisi zejména na mnoZstvi materialu a jeho kvalité. Tento postup krystalizoval
pfi zpracovani prezentované objemné kohorty pacientld a jevi se zekonomického
i Casového pohledu nejoptimalné;jsi. Volba, ktera definuje, jaké alterace vysettit v prvnim
kroku algoritmu, se stava jasnéjsi jak s pfibyvajicimi publikovanymi daty, tak se znalosti
vlastni kohorty pacientl. Dalsi vrstvu informaci prindsi vySetreni epigenetického otisku
tumoru na zakladé DNA metylace. Velky posun v tomto ohledu pfinesl verejné dostupny
Heidelbersky klasifikator, ktery byl v roce 2018 publikovan v ¢asopise Nature. Je zaloZen na
vice nez deseti tisicich metylac¢nich profilech CNS tumord, na zakladé kterych rozdéluje CNS
tumory do metylacnich skupin. (Capper et al., 2018) Aplikace ukdzala, Ze dokaze nékteré

skupiny CNS tumorl definovat velmi presné. Co se tyCe détskych CNS tumor( stoji za
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zminku meduloblastomy, které Ize dle DNA metyla¢niho profilu rozdélit do ¢tyr hlavnich
klinicky relevantnich podskupin nebo ependymomy, kdy sdruzeni podle metylace DNA je
klinicky homogennéjsi. Na zakladé soucasného stavu pozndni a nasi zkuSenosti u pLGG
vidim vyznam vysSetifovani metyla¢niho profilu pLGG zejména v odliSeni od jinych skupin
CNS tumor, kdy napfiklad odliseni néktery pLGG a HGG ¢i ependymom muze byt velmi
slozité a pro pacienta ma rozsahlé dopady na terapii (Pfiloha 1, pfiloha 3). V takovychto
indikovanych situacich mize metylacni DNA profil pfinést chybéjici stfipek do diagnostické

mozaiky.

Jak vyplyva z predloZenych vysledkd, dalezitym faktorem urcujicim progndzu pLGG je vék
v dobé diagnézy. pLGG novorozeneckého, kojeneckého a batoleciho véku se chovaji
agresivnéji v porovnani se starSimi pacienty s pLGG. (Stucklin et al., 2019) Tento vzorec
jsme potvrdili i u skupiny misnich gliomu. Pacienti mladsi ctyri let se jednak odliSovali
spektrem alteraci, kdy 60 % z nich neslo bud KIAA1549::BRAF vzacné Ci novy typ fuze nebo
non-BRAF fuze (FGFR1, NTRK2, RAF1 fuze). Také se lisili mikroskopickym obrazem, ktery
nesl ur¢itou podobnost s ependymomy a bylo nutné pro definitivni diagndzu pLGG provést
kompletni molekuldrni i epigenetické vySetfeni vzorku. Zadnd non-BRAF fuze v sLGGs
kohorté nebyla identifikovana u strasSich pacientld. Hypotézu o horsi progndze pacientl

mladsich, nez ¢tyti roky potvrdilo statisticky vyznamné horsi OS i EFS. (Priloha 1)

Vyznamné prognozu ovliviiuje také lokalizace onemocnéni. Nepredurcuje pouze klinickou
prezentaci a mozny neurologicky deficit, ale prakticky definuje mozny rozsah resekéniho
vykonu. Jak naznacCuje uUvod prace, jediné kurativni feSeni pro pacienty splLGG je
makroskopicky kompletni resekce tumoru. Vice jsme se vlivu rozsahu resekce na nasledné
zachovani neurologickych funkci a preziti vénovali u pLGG lokalizovanych
v talamopedunkularni a talamické oblasti. Studie podtrhava indolentni povahu pLGG
a zdUraziuje, Ze prioritou chirurgického pfistupu musi byt zachovani neurologickych funkci
pred rozsahem resekce. Reziduadlni onemocnéni lze efektivné sledovat pomoci
dispenzarnich kontrol magnetickou rezonanci a pfi dokumentované progresi lze zvazit dalsi
terapeuticky pristup, nebot pLGG v drtivé vétsiné své pacienty neohroZuje na zivoté. V celé
kohorté zemrelo 11 pacientl nasledkem nekontrolované progrese pLGG. 92 % pacient(
v nasi kohorté dlouhodobé preziva a kvalita Zivota po |é€bé u nich hraje naprosto zasadni

roli. Konzistentnimu sledovani preZivSich pLGG pacientl i v dospélosti je na Klinice détské
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hematologie a onkologie 2. LF UK soucasti péce o pacienty od jejiho zaloZeni. Diky tomu
bylo mozné hodnotit dosazené vzdélani u pacientl Ié¢enych pro tumor oblasti zadni jamy
z nichZ vice nez polovinu tvofi pravé pLGG. (Pfiloha 4). Zavér studie, Ze se snizenou
sobéstacnosti se poji nizsi dosazené vzdélani a to zejména u pacientl po radioterapii,
podpofil jiz zabéhlou klinickou praxi, kdy v roce 2006 byl prozatim posledni pacient s pLGG
v prezentované kohorté |écen radioterapii. Nezadouci uUcCinky uzité terapie byly tim
prominentnéjsi, ¢im byl pacient mladsi vdobé diagnézy, coz je vsouladu, sjiz
publikovanymi daty. (Krishnatry et al., 2016) Historicky byla radioterapie Iécbou volby pro
symptomatické pacienty s inoperabilnimi pLGG, u kterych poskytovala kontrolu nad rlstem
tumoru. (Grabenbauer et al., 2000) Nicméné v kontextu, kdy se vétSina pacientl doziva
dospélosti jsou potencialni znamé nasledky spojené s radioterapii akceptovatelné jen ve

velmi ojedinélych pLGG pfipadech. (Bandopadhayay et al., 2014)

O to dudkladnéji by méla byt radioterapie zvazovana u pacientl, ktefi nesou ve svém
nadorovém onemocnéni potencidlné cilitelnou genetickou zménu, coZ v nasi kohorté
predstavuje témér 90 % pacientd. V soucasné dobé mame zkusSenost s cilenou terapii u
pacientd s pLGG, jmenovité s BRAF, MEK a NTRK inhibitory, ¢i kombinaci BRAF a MEK
inhibitor(. (Bouffet et al., 2023) Aktudlné je na naSem pracovisti oteviena klinicka studie
faze 3 s akronymem LOGGIC/FIREFLY-2, ktera randomizuje uZziti pan-RAF inhibitoru v prvni
linii oproti standardni chemoterapii u détskych pLGG pacient(. (van Tilburg et al., 2024)
V toto mezikontinentalni vyzkumné usili vyustili dosavadni zkuSenosti s molekularnimi
inhibitory u pLGG, které méni zabéhlé paradigma u BRAF V600E mutovanych tumor( jako
prognosticky nepfiznivych. Nutno ovsem podotknout, Ze zkuSenost s cilenou Ié¢bou u pLGG
je zatim limitovana na kazuistiky ¢i soubory pacientl a predpokladané dokonceni vyse
zminéné randomizovana studie je odhadovano na rok 2030. Navic znalost dlouhodobych
efektl této terapie u détskych pacientll je prozatim limitovana. Stale plati, Ze pacienti
s BRAF mutovanymi tumory maji zvySené riziko maligni transformace, ktera se objevuje
zhruba u 3 % vSech pacientll s pLGG. Nejcastéji opakujici se alterace identifikované u
maligné transformovanych pLGG jsou BRAF V600E a delece CDKN2A. Dokonce
retrospektivni analyza sekundarnich BRAF mutovanych HGG plavodni BRAF mutaci odhalila

ve vSech odpovidajicich pLGG a v 80 % i plvodni ztratu CDKN2A. (Mistry et al., 2015)
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Lze tedy shrnout, Ze molekularné epigenetické znalosti konkrétniho tumoru jsou integralni
soudasti up-to-date diagnostického procesu. Zadnd samostatné stojici metoda nebude
schopna pLGG spolehlivé klasifikovat a vzdy se bude jednat o integraci informaci, zejména
anatomické lokalizace, histologického subtypu, driver alterace a v konkrétnich pfipadech
i metylacniho profilu. Spolehlivd znalost biologie pLGG je klicova pro diagnostiku,
stratifikaci rizika a Iécbu. Molekuly inhibujici abnormalni aktivitu MAPK drahy jsou
pfedmétem studii a predstavuji ur€itou nadéji, jak ziskat kontrolu nad rGstem nadord,

u pacientl s opakované progredujicim pLGG.
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6. Zaveér

Pacienti IéCeni pro pLGG zUstavaji i nadale terapeutickou a prognostickou vyzvou, a nuti
nas se stale vice zamérit na kvalitu Zivota prezivajicich. Balancujeme zde na hrané mezi
chronickym onemocnénim s cetnymi progresemi a potencidlnim malignim zvratem
a toxicitou podavané |écby. Spravné stanoveni diagndzy je pro pacienty s pLGG krucialni.
Disertacni prace demonstruje na mnoha rovinach daleZitost integrované diagnozy pro tyto
pacienty a odklani se od dnes jiz obsoletniho poznani pLGG zaloZzeného pouze na
histologickém obraze onemocnéni. Neméné duleZitd je volba dostatecné robustnich
laboratornich vysetfovacich metod, nebot nevhodné zvolenymi postupy ndm nemala cast

pacientl nesouci vzacné varianty genetickych zmén unika.

Jednim z motivatorQ, proc prace vznikla, je Ze potrebujeme v klinické praxi nastroj, na jehoz
zakladé budeme schopni pacienty spolehlivé identifikovat, diky c¢emuz bude moci vytvofit
efektivnéjsi 1ééebna schémata. Byt Uplné odstranéni tumoru prfedstavuje jedinou kurativni
modalitu, vZdy musi byt provedeno s maximalnim dlirazem na zachovani neurologickych
funkci s ohledem na excelentni celkové preziti pacientl s pLGG. Radioterapie je pro své
dobre zndme dlouhodobé nezadouci uUcinky rezervovana pouze pro rozvazné indikované
pacienty s nekontrolovatelnymi progresemi onemocnénimi a dobrou perspektivou stran
kvality nadchazejiciho Zivota. Ani dubidzni efekt rlznych chemoterapeutickych rezim
nedodava pfilis na jistoté. Optimisticky mliZe znit, Ze témér dvé tfetiny pacientl s pLGG
nesou potencialni cil pro terapii molekularnimi inhibitory, coze klade dlraz na precizni

znalost molekularné genetického pozadi tumor( nasich pacientd, pro coz tato prace stavi

dobry zaklad.

Domnivam se, Ze prace predstavuje vyznamny prinos k pochopeni molekularni patogeneze
pLGG a jejich diagnostiky a |écby. Integrace ziskanych poznatk( do klinické praxe miZze vést
k vyznamnému zlepSeni péce o pacienty, zvySeni miry preziti a zachovani kvality Zivota.
Je zfejmd potreba dalSiho vyzkumu, zejména pro pacienty s mnohocetnymi progresemi

nebo nadory v kritickych anatomickych lokalizacich.
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7. Souhrn

V disertacni praci jsem se zaméfila na komplexni molekuldrné-genetickou charakterizaci
pLGG v uplynulych dvaceti letech. Diky spolupraci Kliniky détské hematologie a onkologie
a Laboratofe molekularni patologie Ustavu patologie a molekularni mediciny bylo mozné
detailné popsat genetické zmény v téchto nadorech a korelovat je s klinickymi vysledky.
Zjisténi potvrzuji zasadni vyznam integrace molekularni diagnostiky do klinické praxe, ktera
umoziuje presnéjsi klasifikaci nadord, lepsi progndzu a v nékterych ptipadech i vybér cilené
terapie. Pfinos prace tkvi také v detailnim rozboru vzacnych skupin pLGG, ktery odhalil
specifika v molekularnim profilu. To umoznuje lépe pochopit biologii téchto nador(

a potencialné nabizi nové moznosti pro jejich lécbu.
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8. Summary

In my dissertation, | focused on the comprehensive molecular-genetic characterization of
pLGG in the past twenty years. Thanks to the collaboration between the Department of
Pediatric Hematology and Oncology and the Laboratory of Molecular Pathology at the
Institute of Pathology and Molecular Medicine, it was possible to describe in detail the
genetic changes in these tumors and correlate them with clinical outcomes. The findings
confirm the crucial importance of integrating molecular diagnostics into clinical practice,
which allows for a more precise classification of tumors, better prognosis, and in some
cases, the selection of targeted therapy. The contribution of the work also lies in the
detailed analysis of rare pLGG groups, which revealed specifics in the molecular profile.
This enables a better understanding of the biology of these tumors and potentially offers

new possibilities for their treatment.

54



9. Seznam literatury

Ahmad, K., & Henikoff, S. (2002). The Histone Variant H3 . 3 Marks Active Chromatin by
Replication-Independent Nucleosome Assembly. Molecular Cell, 9, 1191-1200.

Al Krinawe, Y., Esmaeilzadeh, M., Hartmann, C., Krauss, J. K., & Hermann, E. J. (2020).
Pediatric rosette-forming glioneuronal tumor of the septum pellucidum. Child’s
Nervous System, 36(11), 2867—-2870. https://doi.org/10.1007/s00381-020-04575-w

Anan, M., Inoue, R., Ishii, K., Abe, T., Fujiki, M., Kobayashi, H., ... Nakazato, Y. (2009). A
rosette-forming glioneuronal tumor of the spinal cord: the first case of a rosette-
forming glioneuronal tumor originating from the spinal cord. Human Pathology,
40(6), 898—901. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.humpath.2008.11.010

Anerillas, C., Abdelmohsen, K., & Gorospe, M. (2020). Regulation of senescence traits by
MAPKs. GeroScience, 42(2), 397—-408. https://doi.org/10.1007/s11357-020-00183-3

Appay, R., Pages, M., Colin, C., Jones, D. T. W, Varlet, P., & Figarella-Branger, D. (2020).
Diffuse leptomeningeal glioneuronal tumor: A double misnomer? A report of two
cases. Acta Neuropathologica Communications, 8(1), 10-16.
https://doi.org/10.1186/s40478-020-00978-7

Armstrong, G. T., Conklin, H. M., Huang, S., Srivastava, D., Sanford, R., Ellison, D. W, ...
Morris, E. B. (2011). Survival and long-term health and cognitive outcomes after low-
grade glioma. Neuro-Oncology, 13(2), 223-234.
https://doi.org/10.1093/neuonc/noq178

Aronco, L. D., Rouleau, C., Gayden, T., Crevier, L., Claude, J., Sébastien, D., ... Ellezam, B.
(2017). Brainstem angiocentric gliomas with MYB — QKI rearrangements. Acta
Neuropathologica, 134(4), 667—669. https://doi.org/10.1007/s00401-017-1763-1

Arora, R. S., Alston, R. D, Eden, T. O. B., Estlin, E. J., Moran, A., & Birch, J. M. (2009). Age—
incidence patterns of primary CNS tumors in children, adolescents, and adults in
England. Neuro-Oncology. https://doi.org/10.1215/15228517-2008-097

Ater, J. L, Zhou, T., Holmes, E., Mazewski, C. M., Booth, T. N., Freyer, D. R., ... Pollack, I. F.
(2012). Randomized study of two chemotherapy regimens for treatment of low-
grade glioma in young children: A report from the Children’s Oncology Group.
Journal of Clinical Oncology, 30(21), 2641-2647.
https://doi.org/10.1200/JC0.2011.36.6054

Bale, T. A. (2020, December 21). FGFR- gene family alterations in low-grade

55



neuroepithelial tumors. Acta Neuropathologica Communications, Vol. 8, p. 21.
https://doi.org/10.1186/s40478-020-00898-6

Balss, J., Meyer, J., Mueller, W., Korshunov, A., Hartmann, C., & von Deimling, A. (2008).
Analysis of the IDH1 codon 132 mutation in brain tumors. Acta Neuropathologica,
116(6), 597—-602. https://doi.org/10.1007/s00401-008-0455-2

Bandopadhayay, P., Bergthold, G., London, W. B., Goumnerova, L. C., Morales La Madrid,
A., Marcus, K. J,, ... Manley, P. E. (2014). Long-term outcome of 4,040 children
diagnosed with pediatric low-grade gliomas: An analysis of the Surveillance
Epidemiology and End Results (SEER) database. Pediatric Blood & Cancer, 61(7),
1173-1179. https://doi.org/10.1002/pbc.24958

Bandopadhayay, P., Ramkissoon, L. A., Jain, P., Bergthold, G., Wala, J., Zeid, R,, ... Resnick,
A. C. (2016). MYB-QKI rearrangements in angiocentric glioma drive tumorigenicity
through a tripartite mechanism. Nature Genetics, 48, 273. Retrieved from
https://doi.org/10.1038/ng.3500

Bechet, D., Gielen, G. G. H., Korshunov, A, Pfister, S. M., Rousso, C., Faury, D., ... Jabado,
N. (2014). Specific detection of methionine 27 mutation in histone 3 variants (
H3K27M ) in fixed tissue from high - grade astrocytomas. Acta Neuropathologica,
733-741. https://doi.org/10.1007/s00401-014-1337-4

Becker, A. P., Scapulatempo-Neto, C., Carloni, A. C., Paulino, A., Sheren, J., Aisner, D. L, ...
Reis, R. M. (2015). KIAA1549: BRAF Gene Fusion and FGFR1 Hotspot Mutations Are
Prognostic Factors in Pilocytic Astrocytomas. Journal of Neuropathology and
Experimental Neurology, 74(7), 743-754.
https://doi.org/10.1097/NEN.0000000000000213

Bender, S., Gronych, J., Warnatz, H. J., Hutter, B., Grobner, S., Ryzhova, M., ... Jones, D. T.
W. (2016). Recurrent MET fusion genes represent a drug target in pediatric
glioblastoma. Nature Medicine, 22(11), 1314-1320.
https://doi.org/10.1038/nm.4204

Besnard, A,, Castel, D., Barets, D., Barret, E., Lacroix, L., Bielle, F., ... Chr, F. (2018). Co-
occurrence of histone H3 K27M and BRAF V600E mutations in paediatric midline
grade | ganglioglioma. (24), 103—111. https://doi.org/10.1111/bpa.12473

Blumcke, 1., Aronica, E., Urbach, H., Alexopoulos, A., & Gonzalez-Martinez, J. A. (2014). A

neuropathology-based approach to epilepsy surgery in brain tumors and proposal

56



for a new terminology use for long-term epilepsy-associated brain tumors. Acta
Neuropathologica, 128(1), 39-54. https://doi.org/10.1007/s00401-014-1288-9

Blumcke, 1., Spreafico, R., Haaker, G., Coras, R., Kobow, K., Bien, C. G,, ... Avanzini, G.
(2017). Histopathological Findings in Brain Tissue Obtained during Epilepsy Surgery.
The New England Journal of Medicine, 377(17), 1648—-1656.
https://doi.org/10.1056/NEJMo0al1703784

Bouffet, E., Hansford, J. R., Garre, M. L., Hara, J., Plant-Fox, A., Aerts, I, ... Hargrave, D. R.
(2023). Dabrafenib plus Trametinib in Pediatric Glioma with BRAF V600 Mutations .
New England Journal of Medicine, 389(12), 1108—-1120.
https://doi.org/10.1056/nejmoa2303815

Bouffet, E., Jakacki, R., Goldman, S., Hargrave, D., Hawkins, C., Shroff, M., ... Baruchel, S.
(2012). Phase Il study of weekly vinblastine in recurrent or refractory pediatric low-
grade glioma. Journal of Clinical Oncology, 30(12), 1358—1363.
https://doi.org/10.1200/JC0.2011.34.5843

Bridge, J. A,, Liu, X. Q., Sumegi, J., Nelson, M., Reyes, C., Bruch, L. A, ... McComb, R. D.
(2013). Identification of a novel, recurrent SLC44A1-PRKCA fusion in papillary
glioneuronal tumor. Brain Pathology, 23(2), 121-128.
https://doi.org/10.1111/j.1750-3639.2012.00612.x

Broniscer, A., Baker, S. J., West, A. N, Fraser, M. M., Proko, E., Kocak, M., ... Fuller, C. E.
(2007). Clinical and Molecular Characteristics of Malignant Transformation of Low-
Grade Glioma in Children. Journal of Clinical Oncology, 25(6), 682—689.
https://doi.org/10.1200/JC0.2006.06.8213

Buhl, J. L., Selt, F., Hielscher, T., Guiho, R., Ecker, J., Sahm, F., ... Milde, T. (2019). The
Senescence-associated Secretory Phenotype Mediates Oncogene-induced
Senescence in Pediatric Pilocytic Astrocytoma. Clinical Cancer Research, 25(6), 1851—
1866. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-18-1965

Burotto, M., Chiou, V. L., & Lee, J. (2014). The MAPK Pathway Across Different
Malignancies : A New Perspective. https://doi.org/10.1002/cncr.28864

Campen, C. J., Kranick, S. M., Kasner, S. E., Kessler, S. K., Zimmerman, R. A., Lustig, R,, ...
Fisher, M. J. (2012). Cranial Irradiation Increases Risk of Stroke in Pediatric Brain
Tumor Survivors. Stroke, 43(11), 3035-3040.
https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.112.661561

57



Cao, Z., Gao, Q., Fu, M., Ni, N. A. N,, Pei, Y., & Ou, W. Bin. (2019). Anaplastic lymphoma
kinase fusions: Roles in cancer and therapeutic perspectives (review). Oncology
Letters, 17(2), 2020-2030. https://doi.org/10.3892/0l.2018.9856

Capper, D,, Jones, D. T. W., Sill, M., Hovestadt, V., Schrimpf, D., Sturm, D., ... Pfister, S. M.
(2018). DNA methylation-based classification of central nervous system tumours.
Nature, 555(7697), 469—-474. https://doi.org/10.1038/nature26000

Capper, D, Stichel, D., Sahm, F., Jones, D. T. W., Schrimpf, D., Sill, M., ... von Deimling, A.
(2018). Practical implementation of DNA methylation and copy-number-based CNS
tumor diagnostics: the Heidelberg experience. Acta Neuropathologica, 136(2), 181—
210. https://doi.org/10.1007/s00401-018-1879-y

Castel, D., Kergrohen, T., Espariat, A. T., Mackay, A., Ghermaoui, S., Lechapt, E., ... Debily,
M. A. (2020). Histone H3 wild - type DIPG / DMG overexpressing EZHIP extend the
spectrum diffuse midline gliomas with PRC2 inhibition beyond H3 - K27M mutation.
Acta Neuropathologica, 139(6), 1109-1113. https://doi.org/10.1007/s00401-020-
02142-w

Chan, A. K., Han, S. J., Choy, W., Beleford, D., Aghi, M. K., Berger, M. S., ... Solomon, D. A.
(2017). Familial melanoma-astrocytoma syndrome: synchronous diffuse astrocytoma
and pleomorphic xanthoastrocytoma in a patient with germline CDKN2A/B deletion
and a significant family history. Clinical Neuropathology, 36(5), 213—-221.
https://doi.org/10.5414/NP301022

Chan, J. A, Zhang, H., Roberts, P. S., Jozwiak, S., Wieslawa, G., Lewin-Kowalik, J., ...
Kwiatkowski, D. J. (2004). Pathogenesis of Tuberous Sclerosis Subependymal Giant
Cell Astrocytomas: Biallelic Inactivation of TSC1 or TSC2 Leads to mTOR Activation.
Journal of Neuropathology & Experimental Neurology, 63(12), 1236-1242.
https://doi.org/10.1093/jnen/63.12.1236

Chen, W., Yang, Y., Patricia, S., Pratiseyo, D., Sutanto, R., & Hendriansyah, L. (2020).
Central nervous system neuroepithelial tumors with MN1 - alteration: an individual
patient data meta-analysis of 73 cases. Brain Tumor Pathology, 37(4), 145—-153.
https://doi.org/10.1007/s10014-020-00372-0

Chen, X., Pan, C., Zhang, P., Xu, C., Sun, Y., Yu, H,, ... Zhang, L. (2017). Clinical commentary
BRAF V600E mutation is a significant prognosticator of the tumour regrowth rate in

brainstem gangliogliomas. Journal of Clinical Neuroscience, 46, 50-57.

58



https://doi.org/10.1016/j.jocn.2017.09.014

Chen, Y.-H., & Gutmann, D. H. (2014). The molecular and cell biology of pediatric low-
grade gliomas. Oncogene, 33(16), 2019-2026. https://doi.org/10.1038/0onc.2013.148

Chiang, J. C. H., Harreld, J. H., Orr, B. A., Sharma, S., Ismail, A., Segura, A. D., & Ellison, D.
W. (2017). Low-grade spinal glioneuronal tumors with BRAF gene fusion and 1p
deletion but without leptomeningeal dissemination. Acta Neuropathologica, 134(1),
159-162. https://doi.org/10.1007/s00401-017-1728-4

Chiang, J., Harreld, J. H., Tinkle, C. L., Moreira, D. C,, Li, X., Acharya, S., ... Ellison, D. W.
(2019). A single-center study of the clinicopathologic correlates of gliomas with a
MYB or MYBL1 alteration. Acta Neuropathologica, 138(6), 1091-1092.
https://doi.org/10.1007/s00401-019-02081-1

Chmielecki, J., Bailey, M., He, J., Elvin, J., Vergilio, J., Suh, J., ... Lipson, D. (2021). Genomic
Profiling of a Large Set of Diverse Pediatric Cancers Identifies Known and Novel
Mutations across Tumor Spectra. Cancer Research, 77(2), 509-519.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-16-1106

Cin, H., Meyer, C., Herr, R., Janzarik, W. G., Lambert, S., Jones, D. T. W., ... Pfister, S. M.
(2011). Oncogenic FAM131B-BRAF fusion resulting from 734 deletion comprises an
alternative mechanism of MAPK pathway activation in pilocytic astrocytoma. Acta
Neuropathologica, 121(6), 763—774. https://doi.org/10.1007/s00401-011-0817-z

Clark, O., Yen, K., & Mellinghoff, I. K. (2016). Molecular Pathways: Isocitrate
Dehydrogenase Mutations in Cancer. Clinical Cancer Research, 22(8), 1837-1842.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-13-1333

Cohen, J. W., & Walter, A. W. (2016). Hypothalamic Glioma in a Patient With Sturge-
Weber Syndrome. Journal of Pediatric Hematology/Oncology, 38(1), 2015-2017.
https://doi.org/10.1097/MPH.0000000000000438

Collins, V. P., Jones, D. T. W., & Giannini, C. (2015). Pilocytic astrocytoma: pathology,
molecular mechanisms and markers. Acta Neuropathologica, 129(6), 775-788.
https://doi.org/10.1007/s00401-015-1410-7

Daoud, E. V., Wachsmann, M., Richardson, T. E., Mella, D., Pan, E., Schwarzbach, A,, ...
Hatanpaa, K. J. (2019). Spinal pleomorphic xanthoastrocytoma With a QKI-RAF1
Fusion. Journal of Neuropathology and Experimental Neurology, 78(1), 10-14.
https://doi.org/10.1093/jnen/nly112

59



Davies, H., Bignell, G. R., Cox, C., Stephens, P., Edkins, S., Clegg, S., ... Futreal, P. A. (2002).
Mutations of the BRAF gene in human cancer. Nature, 417(6892), 949-954.
https://doi.org/10.1038/nature00766

De Luca, A., Maiello, M. R., D’Alessio, A., Pergameno, M., & Normanno, N. (2012). The
RAS/RAF/MEK/ERK and the PI3K/AKT signalling pathways: role in cancer
pathogenesis and implications for therapeutic approaches. Expert Opinion on
Therapeutic Targets, 16(sup2), S17-S27.
https://doi.org/10.1517/14728222.2011.639361

Deng, M. Y., Sill, M., Sturm, D., Stichel, D., Witt, H., Ecker, J., ... Sahm, F. (2020). Diffuse
glioneuronal tumour with oligodendroglioma-like features and nuclear clusters
(DGONC) — a molecularly defined glioneuronal CNS tumour class displaying recurrent
monosomy 14. Neuropathology and Applied Neurobiology, 46(5), 422—-430.
https://doi.org/10.1111/nan.12590

Deng, Maximilian Y., Sill, M., Chiang, J., Schittenhelm, J., Ebinger, M., Schuhmann, M. U.,
...Jones, D. T. W. (2018). Molecularly defined diffuse leptomeningeal glioneuronal
tumor (DLGNT) comprises two subgroups with distinct clinical and genetic features.
Acta Neuropathologica, 136(2), 239-253. https://doi.org/10.1007/s00401-018-1865-
4

Dougherty, M. J., Santi, M., Brose, M. S., Ma, C., Resnick, A. C., Sievert, A. J,, ... Biegel, J. A.
(2010). Activating mutations in BRAF characterize a spectrum of pediatric low-grade
gliomas. Neuro-Oncology, 12(7), 621-630. https://doi.org/10.1093/neuonc/noq007

Drilon, A., Laetsch, T. W., Kummar, S., DuBois, S. G., Lassen, U. N., Demetri, G. D., ...
Hyman, D. M. (2018). Efficacy of Larotrectinib in TRK Fusion—Positive Cancers in
Adults and Children. New England Journal of Medicine, 378(8), 731-739.
https://doi.org/10.1056/nejmoal714448

Drilon, A,, Siena, S., Ou, S. H. ., Patel, M., Ahn, M. J,, Lee, J., ... De Braud, F. G. (2017).
Safety and antitumor activity of the multitargeted pan-TRK, ROS1, and ALK inhibitor
entrectinib: Combined results from two phase | trials (ALKA-372-001 and STARTRK-
1). Cancer Discovery, 7(4), 400-409. https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-16-1237

Ellison, D. W., Hawkins, C., Jones, D. T. W., Onar, A,, Stefan, T., Reifenberger, G., & Louis,
D. N. (2019). cIMPACT - NOW update 4 : diffuse gliomas characterized by MYB,
MYBL1, or FGFR1 alterations or BRAF V600E mutation. Acta Neuropathologica,

60



137(4), 683—687. https://doi.org/10.1007/s00401-019-01987-0

Fernandez, A. F., Assenov, Y., Martin-Subero, J. |., Balint, B., Siebert, R., Taniguchi, H., ...
Esteller, M. (2012). A DNA methylation fingerprint of 1628 human samples. Genome
Research, 22(2), 407-419. https://doi.org/10.1101/gr.119867.110

Fisher, P. G., Tihan, T., Goldthwaite, P. T., Wharam, M. D., Carson, B. S., Weingart, J. D., ...
Burger, P. C. (2008). Outcome Analysis of Childhood Low-Grade Astrocytomas.
Pediatric Blood and Cancer, 51, 245-250. https://doi.org/10.1002/pbc.21563

Gembruch, O., Junker, A., Monninghoff, C., Ahmadipour, Y., Darkwah Oppong, M., Sure,
U, .. Lemonas, E. (2018). Liponeurocytoma: Systematic Review of a Rare Entity.
World Neurosurgery, 120, 214-233.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.wneu.2018.09.001

Gnekow, A. K., Walker, D. A., Kandels, D., Picton, S., Giorgio Perilongo, Grill, J., ... Sposto,
R. (2017). A European randomised controlled trial of the addition of etoposide to
standard vincristine and carboplatin induction as part of an 18-month treatment
programme for childhood (<16 years) low grade glioma — A final report. European
Journal of Cancer, 81, 206—225. https://doi.org/10.1016/j.ejca.2017.04.019

Goode, B., Mondal, G., Hyun, M., Ruiz, D. G,, Lin, Y., Zif, J. Van, ... Solomon, D. A. (2018). A
recurrent kinase domain mutation in PRKCA defines chordoid glioma of the third
ventricle. https://doi.org/10.1038/s41467-018-02826-8

Grabenbauer, G. G., Schuchardt, U., Buchfelder, M., Rédel, C. M., Gusek, G., Marx, M., ...
Sauer, R. (2000). Radiation therapy of optico—hypothalamic gliomas (OHG) —
radiographic response, vision and late toxicity. Radiotherapy and Oncology, 54(3),
239-245. https://doi.org/10.1016/S0167-8140(00)00149-3

Green, K., Panagopoulou, P., D’Arco, F., O’'Hare, P., Bowman, R., Walters, B., ... Opocher,
E. (2023). A nationwide evaluation of bevacizumab-based treatments in pediatric
low-grade glioma in the UK: Safety, efficacy, visual morbidity, and outcomes. Neuro-
Oncology, 25(4), 774-785. https://doi.org/10.1093/neuonc/noac223

Greer, A., Foreman, N. K., Donson, A., Davies, K. D., & Kleinschmidt-DeMasters, B. K.
(2017). Desmoplastic infantile astrocytoma/ganglioglioma with rare BRAF V600D
mutation. Pediatric Blood & Cancer, 64(6). https://doi.org/10.1002/pbc.26350

Grob, S. T., Nobre, L., Campbell, K. R., Davies, K. D., Ryall, S., Aisner, D. L., ... Mulcahy Levy,

J. M. (2020). Clinical and molecular characterization of a multi-institutional cohort of

61



pediatric spinal cord low-grade gliomas. Neuro-Oncology Advances, 2(1), 1-9.
https://doi.org/10.1093/noajnl/vdaal03

Guerreiro Stucklin, A. S., Ryall, S., Fukuoka, K., Zapotocky, M., Lassaletta, A, Li, C,, ...
Hawkins, C. (2019). Alterations in ALK/ROS1/NTRK/MET drive a group of infantile
hemispheric gliomas. Nature Communications, 10(1), 1-13.
https://doi.org/10.1038/s41467-019-12187-5

Gutmann, D. H., Ferner, R. E., Listernick, R. H., Korf, B. R., Wolters, P. L., & Johnson, K. J.
(2017). Neurofibromatosis type 1. Nature Reviews Disease Primers, 3(1), 17004.
https://doi.org/10.1038/nrdp.2017.4

Gutmann, D. H., McLellan, M. D., Hussain, I., Wallis, J. W., Fulton, L. L., Fulton, R. S, ...
Mardis, E. R. (2013). Somatic neurofibromatosis type 1 (NF1) inactivation
characterizes NF1-associated pilocytic astrocytoma. Genome Research, 23(3), 431-
439. https://doi.org/10.1101/gr.142604.112

Haigis, K. M. (2017). KRAS Alleles: The Devil Is in the Detail. Trends in Cancer, 3(10), 686—
697. https://doi.org/10.1016/j.trecan.2017.08.006

Hawkins, C., Walker, E., Mohamed, N., Zhang, C., Jacob, K., Shirinian, M., ... Tabori, U.
(2011). BRAF-KIAA1549 Fusion Predicts Better Clinical Outcome in Pediatric Low-
Grade Astrocytoma. Clinical Cancer Research, 17(14), 4790-4798.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-11-0034

Helfferich, J., Nijmeijer, R., Brouwer, O. F., Boon, M., Fock, A., Hoving, E. W, ... de Bont, E.
S.J. M. (2016). Neurofibromatosis type 1 associated low grade gliomas: A
comparison with sporadic low grade gliomas. Critical Reviews in
Oncology/Hematology, 104, 30-41.
https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2016.05.008

Helgager, J., Lidov, H. G., Mahadevan, N. R., Kieran, M. W., Ligon, K. L., & Alexandrescu, S.
(2017). A novel GIT2-BRAF fusion in pilocytic astrocytoma. Diagnostic Pathology,
12(1), 1-6. https://doi.org/10.1186/s13000-017-0669-5

Hirose, T., Nobusawa, S., Sugiyama, K., & Amatya, V. J. (2018). Astroblastoma: a distinct
tumor entity characterized by alterations of the X chromosome and MN1
rearrangement. Brain Pathology, 28(7), 684—694. https://doi.org/10.1111/bpa.12565

Horbinski, C., Hamilton, R. L., Nikiforov, Y., & Pollack, I. F. (2010). Association of molecular

alterations, including BRAF, with biology and outcome in pilocytic astrocytomas. Acta

62



Neuropathologica, 119(5), 641-649. https://doi.org/10.1007/s00401-009-0634-9

Hou, Y., Pinheiro, J., Sahm, F., Reuss, D. E., Schrimpf, D., Stichel, D., ... Bertero, L. (2019).
Papillary glioneuronal tumor (PGNT) exhibits a characteristic methylation profile and
fusions involving PRKCA. Acta Neuropathologica, 137(5), 837—-846.
https://doi.org/10.1007/s00401-019-01969-2

Huang, L., Guo, Z., Wang, F., & Fu, L. (2021). KRAS mutation: from undruggable to
druggable in cancer. (May), 1-20. https://doi.org/10.1038/s41392-021-00780-4

Hukin, J., Siffert, J., Velasquez, L., Zagzag, D., & Allen, J. (2002). Leptomeningeal
dissemination in children with progressive low-grade neuroepithelial tumors. Neuro-
Oncology, 4(4), 253-260. https://doi.org/10.1093/neuonc/4.4.253

Huse, J. T., Snuderl, M., Jones, D. T. W., Brathwaite, C. D., Altman, N., Lavi, E., ... Matthias,
C. (2017). Polymorphous low - grade neuroepithelial tumor of the young ( PLNTY ):
an epileptogenic neoplasm with oligodendroglioma - like components , aberrant
CD34 expression , and genetic alterations involving the MAP kinase pathway. Acta
Neuropathologica, 133(3), 417-429. https://doi.org/10.1007/s00401-016-1639-9

Ida, C. M., Johnson, D. R., Nair, A. A,, Davila, J., Kollmeyer, T. M., Minn, K., ... Giannini, C.
(2021). Polymorphous Low-Grade Neuroepithelial Tumor of the Young (PLNTY):
Molecular Profiling Confirms Frequent MAPK Pathway Activation. Journal of
Neuropathology and Experimental Neurology, 80(9), 821-829.
https://doi.org/10.1093/jnen/nlab075

Ida, C. M., Rodriguez, F. J., Burger, P. C., Caron, A. A., Jenkins, S. M., Spears, G. M., ...
Giannini, C. (2014). Pleomorphic Xanthoastrocytoma : Natural History and Long-
Term Follow-Up. Brain Pathology, 25(50), 575-586.
https://doi.org/10.1111/bpa.12217

Jacob, K., Quang-Khuong, D. A,, Jones, D. T. W., Witt, H., Lambert, S., Albrecht, S,, ...
Jabado, N. (2011). Genetic aberrations leading to MAPK pathway activation mediate
oncogene-induced senescence in sporadic pilocytic astrocytomas. Clinical Cancer
Research, 17(14), 4650-4660. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-11-0127

Jain, P., Fierst, T. M., Han, H. J., Smith, T. E., Vakil, A., Storm, P. B., ... Waanders, A. J.
(2017). CRAF gene fusions in pediatric low-grade gliomas define a distinct drug
response based on dimerization profiles. 36(45), 6348—6358.
https://doi.org/10.1038/0nc.2017.276

63



Janzarik, W., Kratz, C., Loges, N., Olbrich, H., Klein, C., Schafer, T., ... Omran, H. (2007).
Further Evidence for a Somatic KRAS Mutation in a Pilocytic Astrocytoma.
Neuropediatrics, 38(2), 61—63. https://doi.org/10.1055/s-2007-984451

Johnson, A., Severson, E., Gay, L., Vergilio, J.-A., Elvin, J., Suh, J., ... Ramkissoon, S. H.
(2017). Comprehensive Genomic Profiling of 282 Pediatric Low- and High-Grade
Gliomas Reveals Genomic Drivers, Tumor Mutational Burden, and Hypermutation
Signatures. The Oncologist, 22(12), 1478-1490.
https://doi.org/10.1634/theoncologist.2017-0242

Jones, D T W, Kocialkowski, S., Liu, L., Pearson, D. M., Ichimura, K., & Collins, V. P. (2009).
Oncogenic RAF1 rearrangement and a novel BRAF mutation as alternatives to
KIAA1549:BRAF fusion in activating the MAPK pathway in pilocytic astrocytoma.
Oncogene, 28(20), 2119-2123. https://doi.org/10.1038/0nc.2009.73

Jones, David T.W., Kocialkowski, S., Liu, L., Pearson, D. M., Backlund, L. M., Ichimura, K., &
Collins, V. P. (2008). Tandem Duplication Producing a Novel Oncogenic BRAF Fusion
Gene Defines the Majority of Pilocytic Astrocytomas. Cancer Research, 68(21), 8673—
8677. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-2097

Jones, David T W, Hutter, B., Jager, N., Korshunov, A., Kool, M., Warnatz, H.-J., ... Lichter,
P. (2013). Recurrent somatic alterations of FGFR1 and NTRK2 in pilocytic
astrocytoma. Nature Genetics, 45(8), 927-932. https://doi.org/10.1038/ng.2682

Kaplan, D. R., & Miller, F. D. (n.d.). Neurotrophin signal transduction in the nervous
system. 381-391.

Katoh, M., & Katoh, M. (2007). WNT signaling pathway and stem cell signaling network.
Clinical Cancer Research : An Official Journal of the American Association for Cancer
Research, 13(14), 4042—-4045. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-06-2316

Kluwe, L., Hagel, C., Tatagiba, M., Thomas, S., Stavrou, D., Ostertag, H., ... Mautner, V. F.
(2001). Loss of NF1 alleles distinguish sporadic from NF1-associated pilocytic
astrocytomas. Journal of Neuropathology and Experimental Neurology, 60(9), 917—
920. https://doi.org/10.1093/jnen/60.9.917

Kool, M., Korshunov, A., Remke, M., Jones, D. T. W., Schlanstein, M., Northcott, P. A,, ...
Pfister, S. M. (2012). Molecular subgroups of medulloblastoma: An international
meta-analysis of transcriptome, genetic aberrations, and clinical data of WNT, SHH,

Group 3, and Group 4 medulloblastomas. Acta Neuropathologica, 123(4), 473—-484.

64



https://doi.org/10.1007/s00401-012-0958-8

Krishnatry, R., Zhukova, N., Guerreiro Stucklin, A. S., Pole, J. D., Mistry, M., Fried, I, ...
Tabori, U. (2016). Clinical and treatment factors determining long-term outcomes for
adult survivors of childhood low-grade glioma: A population-based study. Cancer,
122(8), 1261-1269. https://doi.org/10.1002/cncr.29907

Kurani, H., Gurav, M., Shetty, O., Chinnaswamy, G., Moiyadi, A., Gupta, T,, ... Epari, S.
(2019). Pilocytic astrocytomas: BRAFV600E and BRAF fusion expression patterns in
pediatric and adult age groups. Child’s Nervous System, 35(9), 1525-1536.
https://doi.org/10.1007/s00381-019-04282-1

Laine, A., & Ronai, Z. (2005). Ubiquitin Chains in the Ladder of MAPK Signaling. (April), 1—
11.

Lambert, S. R., Witt, H., Hovestadt, V., Zucknick, M., Kool, M., Pearson, D. M,, ... Jones, D.
T. W. (2013). Differential expression and methylation of brain developmental genes
define location - specific subsets of pilocytic astrocytoma. Acta Neuropathologica,
126(2), 291-301. https://doi.org/10.1007/s00401-013-1124-7

Lasorella, A., Sanson, M., & lavarone, A. (2017). FGFR-TACC gene fusions in human glioma.
Neuro-Oncology, 19(4), 475-483. https://doi.org/10.1093/neuonc/now240

Lassaletta, A., Zapotocky, M., Bouffet, E., Hawkins, C., & Tabori, U. (2016). An integrative
molecular and genomic analysis of pediatric hemispheric low-grade gliomas : an
update. Child’s Nervous System, 1789-1797. https://doi.org/10.1007/s00381-016-
3163-6

Lassaletta, A., Zapotocky, M., Mistry, M., Ramaswamy, V., Honnorat, M., Krishnatry, R., ...
Tabori, U. (2017). Therapeutic and Prognostic Implications of BRAF V60OE in Pediatric
Low-Grade Gliomas. 35(25). https://doi.org/10.1200/JC0.2016.71.8726

Lee, D., Cho, Y. H., Kang, S. Y., Yoon, N., Sung, C. O., & Suh, Y. L. (2015). BRAF V600E
mutations are frequent in dysembryoplastic neuroepithelial tumors and
subependymal giant cell astrocytomas. Journal of Surgical Oncology, 111(3), 359—-
364. https://doi.org/10.1002/jso0.23822

Liu, D., Offin, M., Harnicar, S., Li, B. T., & Drilon, A. (2018). Entrectinib: an orally available,
selective tyrosine kinase inhibitor for the treatment of NTRK, ROS1, and ALK fusion-
positive solid tumors. Therapeutics and Clinical Risk Management, Volume 14, 1247—-

1252. https://doi.org/10.2147/TCRM.S147381

65



Louis, D. N., Ohgaki, H., Wiestler, O. D., Cavenee, W. K., Burger, P. C., Jouvet, A,, ...
Kleihues, P. (2007). The 2007 WHO classification of tumours of the central nervous
system. Acta Neuropathologica, 114(2), 97-109. https://doi.org/10.1007/s00401-
007-0243-4

Louis, D. N., Perry, A., Reifenberger, G., Deimling, A. Von, Figarella, D., Webster, B., ...
Ellison, D. W. (2016). The 2016 World Health Organization Classification of Tumors of
the Central Nervous System : a summary. Acta Neuropathologica.
https://doi.org/10.1007/s00401-016-1545-1

Louis, D. N., Perry, A., Wesseling, P., Brat, D. J., Cree, I. A., Figarella-branger, D., ... Ellison,
D. W. (2021). The 2021 WHO Classification of Tumors of the Central Nervous System:
a summary. Neuro-Oncology, 23(8), 1231-1251.
https://doi.org/10.1093/neuonc/noab106

Luzzi, S., Elia, A., Maestro, M. Del, Elbabaa, S. K., Carnevale, S., Guerrini, F., ... Galzio, R.
(2019). Literature Review Dysembryoplastic Neuroepithelial Tumors : What You
Need to Know. World Neurosurgery, 127, 255-265.
https://doi.org/10.1016/j.wneu.2019.04.056

Marcus, L., Donoghue, M., Aungst, S., Myers, C. E., Helms, W. S., Shen, G,, ... Pazdur, R.
(2021). FDA Approval Summary: Entrectinib for the Treatment of NTRK gene Fusion
Solid Tumors. Clinical Cancer Research, 27(4), 928—933.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-2771

Marsh, D. J., Coulon, V., Lunetta, K. L., Rocca-serra, P., Patricia, L., Dahia, M., ... Eng, C.
(1998). Mutation spectrum and genotype-phenotype analyses in Cowden disease
and Bannayan —Zonana syndrome , two hamartoma syndromes with germline PTEN
mutation. Human Molecular Genetics, 7(3), 507-515.
https://doi.org/10.1093/hmg/7.3.507

Mirow, C., Pietsch, T., Berkefeld, S., Kwiecien, R., Warmuth-Metz, M., Falkenstein, F., ...
Gnekow, A. K. (2014). Children &lt;1 year show an inferior outcome when treated
according to the traditional LGG treatment strategy: A report from the german
multicenter trial HIT-LGG 1996 for children with low grade glioma (LGG). Pediatric
Blood & Cancer, 61(3), 457-463. https://doi.org/10.1002/pbc.24729

Mistry, M., Zhukova, N., Merico, D., Rakopoulos, P., Krishnatry, R., Shago, M., ... Tabori, U.
(2015). BRAF Mutation and CDKN2A Deletion Define a Clinically Distinct Subgroup of

66



Childhood Secondary High-Grade Glioma. Journal of Clinical Oncology, 33(9), 1015—
1022. https://doi.org/10.1200/JC0.2014.58.3922

Nageswara Rao, A. A., & Packer, R. J. (2014). Advances in the Management of Low-Grade
Gliomas. Current Oncology Reports, 16(8), 398. https://doi.org/10.1007/s11912-014-
0398-9

Nakano, Y., Tomiyama, A., Kohno, T., Yoshida, A., Yamasaki, K., & Ozawa, T. (2019).
Identification of a novel KLC1 — ROS1 fusion in a case of pediatric low- grade localized
glioma. Brain Tumor Pathology, 36(1), 14-19. https://doi.org/10.1007/s10014-018-
0330-3

Northcott, P. A., Pfister, S. M., & Jones, D. T. W. (2015). Next-generation (epi)genetic
drivers of childhood brain tumours and the outlook for targeted therapies. The
Lancet Oncology, 16(6), e293—e302. https://doi.org/10.1016/51470-2045(14)71206-
9

Okamura, R., Boichard, A., Kato, S., Sicklick, J. K., Bazhenova, L., & Kurzrock, R. (2018).
Analysis of NTRK Alterations in Pan-Cancer Adult and Pediatric Malignancies :
Implications for NTRK-Targeted Therapeutics. JCO Precision Oncology, 8(Fig 1), 1-20.
https://doi.org/10.1200/P0.18.00183

Olsen, T. K., Panagopoulos, I., Meling, T. R., Micci, F., Gorunova, L., Thorsen, J., ... Brandal,
P. (2015). Fusion genes with ALK as recurrent partner in ependymoma-like gliomas: A
new brain tumor entity? Neuro-Oncology, 17(10), 1365-1373.
https://doi.org/10.1093/neuonc/nov039

Ostrom, Q. T., Cioffi, G., Gittleman, H., Patil, N., Waite, K., Kruchko, C., ... Western, C.
(2019). CBTRUS Statistical Report: Primary Brain and Other Central Nervous System
Tumors Diagnosed in the United States in 2012-2016. Neuro-Oncology, 21(S5), 1-
100. https://doi.org/10.1093/neuonc/noz150

Ostrom, Q. T., Price, M., Neff, C., Cioffi, G., Waite, K. A., Kruchko, C., & Barnholtz-sloan, J.
S. (2023). CBTRUS Statistical Report : Primary Brain and Other Central Nervous
System Tumors Diagnosed in the United States in 2016—2020. Neuro-Oncology,
25(S4), ivl-iv99. https://doi.org/10.1093/neuonc/noad149

Ozawa, T., Brennan, C. W., Wang, L., Squatrito, M., Sasayama, T., Nakada, M., ... Holland,
E. C. (2010). PDGFRA gene rearrangements are frequent genetic events in PDGFRA-
amplified glioblastomas. Genes and Development, 24(19), 2205-2218.

67



https://doi.org/10.1101/gad.1972310

Pages, M., Lacroix, L., Tauziede-Espariat, A., Castel, D., Daudigeos-Dubus, E., Ridola, V., ...
Varlet, P. (2015). Papillary glioneuronal tumors: histological and molecular
characteristics and diagnostic value of SLC44A1-PRKCA fusion. Acta
Neuropathologica Communications, 3, 85. https://doi.org/10.1186/s40478-015-
0264-5

Pearson, A. D. J., Barry, E., Mossé, Y. P., Ligas, F., Bird, N., de Rojas, T., ... Vassal, G. (2021).
Second Paediatric Strategy Forum for anaplastic lymphoma kinase (ALK) inhibition in
paediatric malignancies: ACCELERATE in collaboration with the European Medicines
Agency with the participation of the Food and Drug Administration. European
Journal of Cancer (Oxford, England : 1990), 157, 198—-213.
https://doi.org/10.1016/j.ejca.2021.08.022

Pekmezci, M., Villanueva-Meyer, J. E., Goode, B, Ziffle, J. Van, Onodera, C., Grenert, J. P.,
... Solomon, D. A. (2018). The genetic landscape of ganglioglioma. Acta
Neuropathologica Communications, 6(1), 47. https://doi.org/10.1186/s40478-018-
0551-z

Per, H., Kontas, O., Kumandas, S., & Kurtsoy, A. (2009). A report of a desmoplastic non-
infantile ganglioglioma in a 6-year-old boy with review of the literature.
Neurosurgical Review, 32(3), 369—-374. https://doi.org/10.1007/s10143-009-0195-3

Perilongo, G., Garre, M. L., & Giangaspero, F. (2003). Low-grade gliomas and
leptomeningeal dissemination: a poorly understood phenomenon. Child’s Nervous
System, 19(4), 197-203. https://doi.org/10.1007/s00381-003-0733-1

Peset, |., & Vernos, |. (2008). The TACC proteins: TACC-ling microtubule dynamics and
centrosome function. Trends in Cell Biology, 18(8), 379-388.
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2008.06.005

Pfister, S., Janzarik, W. G., Remke, M., Ernst, A., Werft, W., Becker, N., ... Lichter, P. (2008).
BRAF gene duplication constitutes a mechanism of MAPK pathway activation in low-
grade astrocytomas. Journal of Clinical Investigation, 118(5), 1739-1749.
https://doi.org/10.1172/)CI133656

Phillips, J. J., Gong, H., Chen, K., Joseph, N. M., Van, J., Jin, L., ... Shieh, J. T. C. (2017).
Activating NRF1-BRAF and ATG7-RAF1 fusions in anaplastic pleomorphic
xanthoastrocytoma without BRAF p.V600E mutation. 132(5), 757-760.

68



https://doi.org/10.1007/s00401-016-1616-3.Activating

Pickles, J. C., Mankad, K., Aizpurua, M., Paine, S. M. L., Bridges, L. R., Carceller, F., ...
Jacques, T. S. (2021). A case series of Diffuse Glioneuronal Tumours with
Oligodendroglioma-like features and Nuclear Clusters (DGONC). Neuropathology and
Applied Neurobiology, 47(3), 464-467. https://doi.org/10.1111/nan.12680

Prados, M., & Mamelak, A. N. (1994). Metastasizing low grade gliomas in children.
Redefining an old disease. Cancer, 73(11), 2671-2673.
https://doi.org/https://doi.org/10.1002/1097-0142(19940601)73:11<2671::AID-
CNCR2820731103>3.0.C0;2-G

Puget, S., Beccaria, K., Blauwblomme, T., Roujeau, T., James, S., Grill, J., ... Sainte-rose, C.
(2015). Biopsy in a series of 130 pediatric diffuse intrinsic Pontine gliomas. Child’s
Nervous System, 31, 1773—-1780. https://doi.org/10.1007/s00381-015-2832-1

Qaddoumi, I., Orisme, W., Wen, J., Santiago, T., Gupta, K., Dalton, J. D., ... Ellison, D. W.
(2016). Genetic alterations in uncommon low-grade neuroepithelial tumors: BRAF,
FGFR1, and MYB mutations occur at high frequency and align with morphology. Acta
Neuropathologica, 131(6), 833—845. https://doi.org/10.1007/s00401-016-1539-z

Ramkissoon, L. A., Horowitz, P. M., Craig, J. M., Ramkissoon, S. H., Rich, B. E., Schumacher,
S. E., ... Ligon, K. L. (2013). Genomic analysis of diffuse pediatric low-grade gliomas
identifies recurrent oncogenic truncating rearrangements in the transcription factor
MYBL1. Proceedings of the National Academy of Sciences, 110(20), 8188—8193.
https://doi.org/10.1073/pnas.1300252110

Ramsay, R. G., & Gonda, T. J. (2008). MYB function in normal and cancer cells. 8(july).
https://doi.org/10.1038/nrc2439

Rivera, B., Gayden, T., Carrot-zhang, J., Nadaf, J., Boshari, T., Faury, D., ... Kerl, K. (2016).
Germline and somatic FGFR1 abnormalities in dysembryoplastic neuroepithelial
tumors. Acta Neuropathologica, 131(6), 847-863. https://doi.org/10.1007/s00401-
016-1549-x

Rodriguez, F. J., Schniederjan, M. J., Nicolaides, T., Tihan, T., Burger, P. C., & Perry, A.
(2015). High rate of concurrent BRAF-KIAA1549 gene fusion and 1p deletion in
disseminated oligodendroglioma-like leptomeningeal neoplasms (DOLN). Acta
Neuropathologica, 129(4), 609—610. https://doi.org/10.1007/s00401-015-1400-9

Rodriguez, F. J., Tihan, T,, Lin, D., McDonald, W., Nigro, J., Feuerstein, B., ... Burger, P. C.

69



(2014). Clinicopathologic Features of Pediatric Oligodendrogliomas: A Series of 50
Patients. American Journal of Surgical Pathology, 38(8), 1058—1070.
https://doi.org/10.1097/PAS.0000000000000221

Rosenberg, S., Simeonova, |., Bielle, F., Verreault, M., Bance, B., Roux, I. Le, ... Villa, C.
(2018). A recurrent point mutation in PRKCA is a hallmark of chordoid gliomas.
Nature Communications. https://doi.org/10.1038/s41467-018-04622-w

Ryall, S., Arnoldo, A., Krishnatry, R., Mistry, M., Khor, K., Sheth, J., ... Hawkins, C. E. (2017).
Multiplex Detection of Pediatric Low-Grade Glioma Signature Fusion Transcripts and
Duplications Using the NanoString nCounter System. 76(7), 562-570.
https://doi.org/10.1093/jnen/nIx042

Ryall, S., Tabori, U., & Hawkins, C. (2020). Pediatric low-grade glioma in the era of
molecular diagnostics. Acta Neuropathologica Communications, 8(1), 30.
https://doi.org/10.1186/s40478-020-00902-z

Ryall, S., Zapotocky, M., Fukuoka, K., Nobre, L., Guerreiro Stucklin, A., Bennett, J., ...
Hawkins, C. (2020). Integrated Molecular and Clinical Analysis of 1,000 Pediatric Low-
Grade Gliomas. Cancer Cell, 37(4), 569-583.e5.
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2020.03.011

Satge, D., Monteil, P., Sasco, A. J., Vital, A., Ohgaki, H., Ph, D., ... Vekemans, M. (2001).
Aspects of Intracranial and Spinal Tumors in Patients with Down Syndrome and
Report of a Rapidly Progressing Grade 2 Astrocytoma. Cancer, 91(8), 1458-1466.
https://doi.org/10.1002/1097-0142(20010415)91:8<1458::AID-CNCR1153>3.0.CO;2-
B

Schindler, G., Capper, D., Meyer, J., Janzarik, W., Omran, H., Herold-Mende, C,, ... Von
Deimling, A. (2011). Analysis of BRAF V600E mutation in 1,320 nervous system
tumors reveals high mutation frequencies in pleomorphic xanthoastrocytoma,
ganglioglioma and extra-cerebellar pilocytic astrocytoma. Acta Neuropathologica,
121(3), 397-405. https://doi.org/10.1007/s00401-011-0802-6

Schuettpelz, L. G., McDonald, S., Whitesell, K., Desruisseau, D. M., Grange, D. K., Gurnett,
C. A., & Wilson, D. B. (2009). Pilocytic astrocytoma in a child with Noonan syndrome.
Pediatric Blood & Cancer, 53(6), 1147-1149. https://doi.org/10.1002/pbc.22193

Schwartzentruber, J., Korshunov, A., Liu, X. Y., Jones, D. T. W., Pfaff, E., Jacob, K., ...

Jabado, N. (2012). Driver mutations in histone H3.3 and chromatin remodelling

70



genes in paediatric glioblastoma. Nature, 482(7384), 226-231.
https://doi.org/10.1038/nature10833

Sharma, M. C., Ralte, A. M., Gaekwad, S., Santosh, V., & Shankar, S. K. (2004).
Subependymal Giant Cell Astrocytoma - a Clinicopathological Study of 23 Cases with
Special Emphasis on Histogenesis. Pathology Oncology Research, 10(4), 219-224.
https://doi.org/10.1007/BF03033764

Sharma, M. K., Mansur, D. B., Reifenberger, G., Perry, A., Leonard, J. R., Aldape, K. D., ...
Gutmann, D. H. (2007). Distinct Genetic Signatures among Pilocytic Astrocytomas
Relate to Their Brain Region Origin. Cancer Research, 67(3), 890-900.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-0973

Sharma, M. K., Zehnbauer, B. A., Watson, M. A., & Gutmann, D. H. (2005). RAS pathway
activation and an oncogenic RAS mutation in sporadic pilocytic astrocytoma.
Neurology , 65(8), 1335-1336.
https://doi.org/10.1212/01.wnl.0000180409.78098.d7

Sievers, P., Appay, R., Schrimpf, D., Stichel, D., Reuss, D. E., Wefers, A. K., ... Jones, D. T. W.
(2019). Rosette-forming glioneuronal tumors share a distinct DNA methylation
profile and mutations in FGFR1, with recurrent co-mutation of PIK3CA and NF1. Acta
Neuropathologica, 138(3), 497-504. https://doi.org/10.1007/s00401-019-02038-4

Sievert, A. J., & Fisher, M. J. (2009). Pediatric Low-Grade Gliomas. Journal of Child
Neurology, 24(11), 1397-1408. https://doi.org/10.1177/0883073809342005

Solomon, D. A., Korshunov, A., Sill, M., Jones, D. T. W., Kool, M., Pfister, S. M., ... Perry, A.
(2018). Myxoid glioneuronal tumor of the septum pellucidum and lateral ventricle is
defined by a recurrent PDGFRA p.K385 mutation and DNT-like methylation profile.
Acta Neuropathologica, 136(2), 339-343. https://doi.org/10.1007/s00401-018-1883-
2

Stepien, N., Mayr, L., Schmook, M. T., Raimann, A., Dorfer, C., Peyrl, A., ... Gojo, J. (2024).
Feasibility and antitumour activity of the FGFR inhibitor erdafitnib in three paediatric
CNS tumour patients. Pediatric Blood and Cancer, 71(3), 1-5.
https://doi.org/10.1002/pbc.30836

Stokland, T., Liu, J., Ironside, J. W., Ellison, D. W., Taylor, R., Robinson, K., ... Walker, D. A.
(2010). A multivariate analysis of factors determining tumor progression in childhood

low-grade glioma: a population-based cohort study (CCLG CNS9702). Neuro-

71



Oncology, 12(12), 1257-1268. https://doi.org/10.1093/neuonc/noq092

Stone, T. J., Keeley, A., Virasami, A., Harkness, W., Tisdall, M., Izquierdo, E., ... Jacques, T.
S. (2018). Comprehensive molecular characterisation of epilepsy - associated
glioneuronal tumours. Acta Neuropathologica, 135(1), 115-129.
https://doi.org/10.1007/s00401-017-1773-z

Tatevossian, R. G., Tang, B., Dalton, J., Forshew, T., Lawson, A. R., Ma, J., ... Gajjar, A.
(2010). MYB upregulation and genetic aberrations in a subset of pediatric low-grade
gliomas. Acta Neuropathologica, 120(6), 731-743. https://doi.org/10.1007/s00401-
010-0763-1

Torre, M., Jessop, N., Hornick, J. L., & Alexandrescu, S. (2018). Expanding the spectrum of
pediatric NTRK-rearranged fibroblastic tumors to the central nervous system: A case
report with RBPMS-NTRK3 fusion. Neuropathology, 38(6), 624-630.
https://doi.org/10.1111/neup.12513

Turner, A. L., D’Souza, P., Belirgen, M., & Al-Rahawan, M. M. (2020). Atypical Presentation
of Multinodular and Vacuolating Neuronal Tumor of the Cerebrum in a Boy. Journal
of Neurosciences in Rural Practice, 11(1), 214-215. https://doi.org/10.1055/s-0039-
3402574

Ullrich, N. J., Robertson, R., Kinnamon, D. D., Scott, R. M., Kieran, M. W., Turner, C. D, ...
Pomeroy, S. L. (2007). Moyamoya following cranial irradiation for primary brain
tumors in children. Neurology, 68(12), 932—938.
https://doi.org/10.1212/01.wnl.0000257095.33125.48

Valera, Elvis T., Neder, L., Queiroz, R. G., Santos, A. C., Sousa, G. R., Oliveira, R. S., ... Tone,
L. G. (2020). Perinatal complex low- and high-grade glial tumor harboring a novel
GIGYF2-ALK fusion. Pediatric Blood & Cancer, 67(1), 1-3.
https://doi.org/10.1002/pbc.28015

Valera, Elvis Terci, McConechy, M. K., Gayden, T., Rivera, B., Jones, D. T. W., Wittmann, A.,
... Jabado, N. (2018). Methylome analysis and whole-exome sequencing reveal that
brain tumors associated with encephalocraniocutaneous lipomatosis are midline
pilocytic astrocytomas. Acta Neuropathologica, 136(4), 657-660.
https://doi.org/10.1007/s00401-018-1898-8

van Tilburg, C. M., Kilburn, L. B., Perreault, S., Schmidt, R., Azizi, A. A., Cruz-Martinez, O., ...
Witt, O. (2024). LOGGIC/FIREFLY-2: a phase 3, randomized trial of tovorafenib vs.

72



chemotherapy in pediatric and young adult patients with newly diagnosed low-grade
glioma harboring an activating RAF alteration. BMC Cancer, 24(1), 147.
https://doi.org/10.1186/s12885-024-11820-x

VandenBerg, S. R. (1993). Desmoplastic Infantile Ganglioglioma and Desmoplastic
Cerebral Astrocytoma of Infancy. Brain Pathology, 3(3), 275-281.
https://doi.org/10.1111/j.1750-3639.1993.tb00754.x

Wang, A. C., Jones, D. T. W., Abecassis, I. J., Cole, B. L., Leary, E. S., Lockwood, C. M,, ...
Ojemann, J. G. (2020). Desmoplastic Infantile Ganglioglioma/Astrocytoma (DIG/DIA)
Are Distinct Entities with Frequent BRAFV600 Mutations. Molecular Cancer Research,
16(10), 1491-1498. https://doi.org/10.1158/1541-7786.MCR-17-0507

Wang, Y., Xiong, J., Chu, S. G, Liu, Y., Cheng, H. X.,, Wang, Y. F,, ... Mao, Y. (2009). Rosette-
forming glioneuronal tumor: Report of an unusual case with intraventricular
dissemination. Acta Neuropathologica, 118(6), 813—-819.
https://doi.org/10.1007/s00401-009-0569-1

Westmose, C., Sehested, A., Mateu-regué, A., @strup, O., Scheie, D., Nysom, K., ... Rossing,
M. (2016). A new NFIA: RAF1 fusion activating the MAPK pathway in pilocytic
astrocytoma. Cancer Genetics, 209(10), 440-444.
https://doi.org/10.1016/j.cancergen.2016.09.002

Williams, P. D., Sian, J., Xiaosong, Z., Cheng-Ho, L. J., J., L. R., Philipp, A,, ... W., K. K. (2008).
An Integrated Genomic Analysis of Human Glioblastoma Multiforme. Science,
321(5897), 1807-1812. https://doi.org/10.1126/science.1164382

Wisoff, J. H., Sanford, R. A., Heier, L. A., Sposto, R., Burger, P. C., Yates, A.J., ... Kun, L. E.
(2011). Primary Neurosurgery for Pediatric Low-Grade Gliomas: A Prospective Multi-
Institutional Study From the Children’s Oncology Group. Neurosurgery, 68(6), 1548—
1555. Retrieved from http://dx.doi.org/10.1227/NEU.0b013e318214a66e

Xia, H., Huang, Z,, Liu, S., Zhao, X., He, R., Wang, Z., ... Cui, Y. (2021). LncRNA DiGeorge
syndrome critical region gene 5: A crucial regulator in malignant tumors. Biomedicine
& Pharmacotherapy, 141. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.111889

Yang, S.-H., Sharrocks, A. D., & Whitmarsh, A. J. (2013). MAP kinase signalling cascades
and transcriptional regulation. Gene, 513(1), 1-13.
https://doi.org/10.1016/j.gene.2012.10.033

Yao, Z., Torres, N. M., Tao, A., Gao, Y., Luo, L., Li, Q., ... Rosen, N. (2015). BRAF Mutants

73



Evade ERK-Dependent Feedback by Different Mechanisms that Determine Their
Sensitivity to Pharmacologic Inhibition. Cancer Cell, 28(3), 370-383.
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2015.08.001

Yao, Z., Yaeger, R., Rodrik-Outmezguine, V. S., Tao, A., Torres, N. M., Chang, M. T, ...
Rosen, N. (2017). Tumours with class 3 BRAF mutants are sensitive to the inhibition
of activated RAS. Nature, 548(7666), 234-238. https://doi.org/10.1038/nature23291

Yuen, B. T. K., & Knoepfler, P. S. (2013). Histone H3.3 Mutations: A Variant Path to Cancer.
Cancer Cell, 24(5), 567-574. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2013.09.015

Zhang, J., Wu, G., Miller, C. P., Tatevossian, R. G., Dalton, J. D., Tang, B., ... Ellison, D. W.
(2013). Whole-genome sequencing identifies genetic alterations in pediatric low-

grade gliomas. Nature Genetics, 45(6), 602—612. https://doi.org/10.1038/ng.2611

74



10. Prilohy
Priloha 1

Misove A, Vicha A, Broz P, Vanova K, Sumerauer D, Stolova L, Sramkova L, Koblizek M,
Zamecnik J, Kyncl M, Holubova Z, Liby P, Taborsky J, Benes V, Pernikova |, Jones DTW, Sill
M, Stancokova T, Krskova L, Zapotocky M. Integrated genomic analysis revealed high
priority actionable targets in pediatric intramedullary low-grade gliomas. Acta neuropathol
commun. 10, 143 (2022). doi: 10.1186/s40478-022-01446-0 [IF 7.8]

— publikace byla ocenéna Cenou Vlasty a Ervina Adamovych (2. LF UK)

Autorsky podil: Design studie, pfiprava studované kohorty, sbér klinickych
a epidemiologickych dat, molekularné geneticka analyza vzorka, pfiprava publikace véetné
obrazovych pfiloh, recenzni tizeni

Pfiloha 2

Benes V, Zapotocky M, Liby P, Taborsky J, Blazkova J, Blazkova J, Sumerauer D, Misove A,
Pernikova |, Kyncl M, Krskova L, Koblizek M, Zamecnik J, Bradac O, Tichy M. Survival and
functional outcomes in paediatric thalamic and thalamopeduncular low-grade gliomas.
Acta Neurochir 164, 1459-1472 (2022). doi:10.1007/s00701-021-05106-5 [IF 2.4]

Autorsky podil: Identifikace talamickych a talamopedunkuldrnich LGG v kohorté pLGG,
geneticka analyza vzork(, pfiprava odpovidajicich ¢asti manuskriptu

Pfiloha 3

Sumerauer D, Krskova L, Vicha A, Misove A, Mamatjan Y, Jencova P, Vickova M, Slamova L,
Vanova K, Liby P, Taborsky J, Koblizek M, Klubal R, Kyncl M, Zadeh G, Stary J, Zamecnik J,
Ramaswamy V, Zapotocky M. Rare IDH1 variants are common in pediatric hemispheric
diffuse astrocytomas and frequently associated with Li - Fraumeni syndrome. Acta
Neuropathol. 1-3 (2020). doi:10.1007/s00401-019-02118-5 [IF 12.7]

Autorsky podil: Identifikace hemisferalnich LGG v kohorté pLGG, genetickd analyza
somatickych alteraci, spoluprace na odpovidajicich ¢asti manuskriptu

Priloha 4

Kruseova J, Kovacova AS, Zapotocky M, Sumerauer D, Pernikova |, Starkova D, Misove A,
Zichova A, Capek V, Langer T, Zehnhoff-Dinnesen A, Eckschlager T, Kyncl M. Older age is a
protective factor for academic achievements irrespective of treatment modalities for
posterior fossa brain tumours in children. PLoS One 15, 1-12 (2020).
dio:10.1371/journal.pone.0243998 [IF 3.7]

Autorsky podil: Analyza dat, spoluprace na odpovidajicich ¢asti manuskriptu

75



11. Dalsi publikace autorky

Publikace, které s hlavnim tématem disertacni prdce souvisi okrajové nebo jej pouze
doplniuji

Entenmann CJ, Misove A, Holub M, Zapotocky M, Sumerauer D, Tomasek M, Koblizek M,
Bradac O, Benes V. Current management in the treatment of intramedullary ependymomas
in children. Childs Nerv Syst 39, 1183—-1192 (2023). d0i:10.1007/s00381-022-05814-y [IF
1.4]

Kazda T, Misove A, Burkon P, Pospisil P, Hynkova L, Selingerova I, Dziacky A, Belanova R,
Bulik M, Rehak Z, Poprach A, Slama O, Slampa P, Slaby O, Jancalek R, Lakomy R. Incidence
of left-right hippocampal metastases: analysis of 473 patients with 4063 brain metastases.
Neuro. Oncol. 19, iii104 (2017). doi:10.1155/2018/2459608 [IF 15.9]

Misove A, Vicha A, Zapotocky M, Malis J, Balko J, Nemeckova T, Szabova J, Kyncl M,
Novakova-Kodetova D, Stolova L, Jencova P, Broz P, Krskova L. An unusual fusion gene EML4
- ALK in a patient with congenital mesoblastic nephroma. Genes Chromosomes Cancer.
60(12):837-840 (2021). doi:10.1002/gcc.22990 [IF 3.7]

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, Zapotocky M. Clinical and molecular study of radiation-induced gliomas. Sci Rep
14:3118 (2024). doi:10.1038/s41598-024-53434-0 [IF 4.6]

Vicha A, Stolova L., Jencova P, Zapotocky M, Sumerauer D, Misove A, Koblizek M, Broz P,
Zamecnik J, Kyncl M, Liby P, Krskova L. VyuZiti metylacniho profilu v diagnostice a
prognostice nadorovych onemocnéni CNS. Cesk Patol. 57(3): 154-160 (2021).

— prehledovy ¢lanek

76



