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Souhrn
Východiska: Nádorový genom dětských pacientů se vyznačuje řadou charakteristik, které 
jej značně odlišují od malignit dospělého věku. Mezi tyto charakteristiky patří nízká mutační 
nálož, významná role epigenetických změn a také četnost výskytu fúzních genů jakožto řídi-
cích prvků kancerogeneze. Fúzní geny vznikají v důsledku několika typů chromozomálních 
přestaveb, jako jsou translokace, delece, inzerce či inverze, a mohou mít celou řadu funkčních 
dopadů. Ačkoli byly v minulosti studovány především v kontextu hematologických malignit, 
jejich význam v diagnostice a terapii solidních nádorů neustále narůstá. Materiál a metody: 
U 250 pacientů se solidními nádory z Kliniky dětské onkologie Fakultní nemocnice Brno byla 
provedena analýza fúzních genů metodou cíleného RNA sekvenování. Sekvenační knihovny 
byly připraveny s pomocí sady TruSight RNA Pan-Cancer Panel (Illumina, USA), který pokrývá 
1385 klinicky relevantních genů. Sekvenace knihoven proběhla s využitím NextSeq Mid Output 
Kit (150 cyklů) na platformě NextSeq 500 (Illumina, USA). Sekvenační čtení byla namapována 
na referenční genom hg38 s pomocí STAR aligneru s parametry nastavenými tak, aby umožnily 
detekci fúzních genů. Pro vyhledání fúzních genů byly použity nástroje Arriba a STARfusion 
a identifikované fúzní geny byly manuálně ověřeny v softwaru IGV. Výsledky: Klinicky relevantní 
fúzní geny byly identifikovány u 25 % pacientů. Největší podíl identifikovaných fúzí tvořily fúze 
asociované se sarkomy, jako jsou EWSR1-FLI1, PAX3-FOXO1 nebo SS18-SSX1/ 2. Druhou největší 
skupinu představovaly fúze typické pro nádory CNS, zejména KIAA1549-BRAF či jiné fúze ak-
tivující Ras/ MAPK signalizaci. U pacientky s renálním karcinomem byla identifikována dosud 
nepopsaná fúze DVL3-TFE3. Celkem 33 % identifikovaných fúzních genů bylo terapeuticky cíli-
telných a u 2/ 3 pacientů s terapeuticky cílitelnou fúzí byla nasazena odpovídající léčba. Závěr: 
Analýza fúzních genů má velký přínos v diagnostice, prognostické stratifikaci a terapeutickém 
plánování pediatrických onkologických pacientů. Použití vysokokapacitních přístupů, jako je 
RNA sekvenování, umožňuje identifikaci nových fúzních genů a tím také hlubší porozumění 
komplexním změnám doprovázejícím vznik a rozvoj nádorových onemocnění. 
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Úvod
V  uplynulých 10 letech došlo díky stu-
diím zaměřeným na sekvenování nádo-
rového genomu k významnému posunu 
v objasnění genetického pozadí pediat-
rických malignit a vytyčení několika zá-
sadních charakteristik, kterými se odli-
šují od malignit dospělého věku. Mezi 
tyto charakteristiky patří mimo jiné nízká 
mutační nálož, velký význam epigene-
tických alterací a také vyšší četnost vý-
skytu fúzních genů [1]. Fúzní geny vzni-
kají v  důsledku interchromozomálních 
a  intrachromozomálních aberací zahr-
nujících translokace, delece, inzerce či 
inverze. Funkční dopad těchto aberací 
může spočívat v deregulaci transkripce, 
vzniku chimérických onkoproteinů či 
produkci zkráceného proteinu [2]. Jejich 
objev je spojen především s hematoon-
kologickými malignitami  [3], nicméně 
postupným bádáním a pokrokem v ob-
lasti molekulárně-biologických metod 
byly identifikovány také u solidních ná-
dorů  [4] a  došlo k  celkovému nárůstu 
počtu klinicky relevantních fúzních genů 
s diagnostickým, prognostickým či pre-
diktivním významem. V  klinické praxi 
jsou k  jejich identifikaci využívány pře-
devším metody fluorescenční in situ 
hybridizace (fluorescence in situ hybridi-
zation – FISH) a polymerázová řetězová 
reakce spojená s reverzní transkripcí (re-
verse transcription polymerase chain 
reaction – RT-PCR), postupně se však do-

stává do popředí také metoda cíleného 
RNA sekvenování. Tato metoda přináší 
výhodu paralelní detekce více typů fúz-
ních genů a také možnosti objevu dosud 
nepopsaných přestaveb, z toho důvodu 
její využití v diagnostice narůstá.

Materiál a metody
Analýza fúzních genů metodou cíle-
ného RNA sekvenování byla provedena 
u 250 pacientů se solidními nádory z Kli-
niky dětské onkologie Fakultní nemoc-
nice Brno, kteří byli diagnostikováni 
v období od září 2016 do května 2022. 
Všichni pacienti či jejich zákonní zá-
stupci podepsali informovaný souhlas 
se zařazením do studie. U 214 pacientů 
byla analýza provedena v  rámci kom-
plexní molekulární charakterizace ná-
dorové tkáně spolu s dalšími metodami 
(celoexomové sekvenování, celotran-
skriptomové profilování aj.). V  rámci 
kohorty bylo analyzováno 98  nádorů 
centrální nervové soustavy (CNS), 94 sar-
komů, 16 neuroblastomů, 12  lymfomů, 
8 karcinomů různého origa a 22  jiných 
typů solidních nádorů. Celková RNA byla 
izolována ze zamrazené tkáně či tkáně fi-
xované formalínem a zalité do parafinu 
(FFPE blok) pomocí mirVANA miRNA 
Isolation Kit (Invitrogen, USA). Sekve-
nační knihovny byly připraveny s  po-
mocí sady TruSight RNA Pan-Cancer 
Panel která pokrývá 1385 klinicky rele-
vantních genů a  umožňuje identifikaci 

jak známých, tak dosud nepopsaných 
fúzních genů. Sekvenace knihoven pro-
běhla s využitím NextSeq Mid Output Kit 
(150  cyklů) na platformě NextSeq 500. 
Sekvenační čtení byla namapována na 
referenční genom hg38 s pomocí STAR 
aligneru  [5] s  parametry nastavenými 
tak, aby umožnily detekci fúzních genů. 
Kvalita mapování byla ověřena pomocí 
nástrojů QualiMap  [6] a  Picard  [7]. Pro 
vyhledání fúzních genů byly použity ná-
stroje Arriba [8] a STARfusion [9]. Identi-
fikované fúzní geny byly manuálně ově-
řeny v softwaru IGV [10]. 

Výsledky
U 63 pacientů (25 %) byla potvrzena pří-
tomnost klinicky relevantního fúzního 
genu. U pacientů s nádory CNS převlá-
daly fúzní geny aktivující Ras/ MAPK sig-
nalizaci, které jsou typické pro low-grade 
gliomy. Nejčastěji detekovanou fúzí byla 
KIAA1549-BRAF, byly však nalezeny také 
méně typické přestavby, jako FAM131B-
-BRAF, QKI-RAF1 či FGFR1-TACC1.

Druhou nejzastoupenější skupinu tvo-
řily fúze asociované se supratentoriál-
ními ependymomy, které vymezují dvě 
prognosticky odlišné skupiny YAP1-fúzo-
vaných a ZFTA-fúzovaných (dříve RELA-
-fúzovaných) ependymomů [11]. V rámci 
kohorty byly identifikovány pouze ZFTA-
-RELA fúze vytyčující prognosticky méně 
příznivou skupinu. U  jedné pacientky 
vedl nález fúze MN1-BEND2  k  reklasifi-

Summary
Background: Pediatric cancer genome significantly differs from the genome of adult malignancies and is characterized by low tumor mutational 
burden, the great importance of epigenetic changes, and also the frequent occurrence of fusion genes. Fusion genes arise as a result of several 
types of chromosomal rearrangements, such as translocations, deletions, insertions, or inversions, and can have a variety of functional impacts. 
In the past, they were studied mainly in the context of hematological malignancies; however, their importance in the diagnostics and therapy 
of solid tumors is increasing. Materials and methods: In 250 patients with solid tumors from the Department of Pediatric Oncology of University 
Hospital Brno, an analysis of fusion genes was performed using targeted RNA sequencing. Sequencing libraries were prepared using the TruSight 
RNA Pan-Cancer Panel (Illumina), which covers 1 385 clinically relevant genes, and sequenced using the NextSeq Mid Output Kit (150 cycles) on 
the NextSeq 500 platform (Illumina). Sequencing reads were mapped to hg38 using the STAR aligner with parameters set to allow fusion genes 
detection. Arriba and STARfusion tools were used to search for fusion genes, which were subsequently manually verified in the IGV software. 
Results: Clinically relevant fusion genes were identified in 25% of patients. The largest proportion of fusions identified were fusions associated 
with sarcomas, such as EWSR1-FLI1, PAX3-FOXO1, or SS18-SSX1/ 2. The second-largest group was represented by CNS tumor fusions, especially 
KIAA1549-BRAF or other Ras/ MAPK-associated fusions. A previously undescribed DVL3-TFE3 fusion was identified in a renal carcinoma patient. 
33% of the identified fusion genes were therapeutically targetable, and 2/ 3 of patients received corresponding treatment. Conclusion: The anal
ysis of fusion genes is of great benefit in the diagnostics, prognostic stratification, and therapeutic planning of pediatric cancer patients. The use 
of high-throughput approaches such as RNA sequencing enables the identification of novel fusion genes as well as a deeper understanding of 
the complex changes that are involved in the development of the disease.
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také velký význam stran terapeutického 
plánování vzhledem k tomu, že vybrané 
fúzní geny jsou zároveň terapeutickými 
cíli. Nasazení cílené léčby s sebou poté 
nese možnost dosažení lepších léčeb-
ných výsledků oproti standardně použí-
vaným postupům [14].  

Pro účely naší studie byla zvolena me-
toda cíleného RNA sekvenování. Jednou 
z hlavních výhod této metody je možnost 
identifikace dosud nepopsaných fúzních 
genů, což bylo demonstrováno nálezem 
přestavby DVL3-TFE3. Fúze genu TFE3 se 
popisují v souvislosti s renálním karcino-
mem, jaterními PEComy či alveolárními 
sarkomy měkkých tkání [15]. Jejich dů-
sledkem je onkogenní aktivace proteinu 
TFE3, která spočívá v  nekontrolované 
akumulaci tohoto transkripčního fak-
toru v jádře buňky a spuštění exprese cí-
lových genů [16]. Právě identifikace ne-
popsaných fúzních genů, jejichž další 
studium povede k objasnění přesného 
funkčního dopadu, společně se snahami 
o  vývoj nových terapeutických strate-
gií cílících na fúzní transkripty, které 
nejsou ovlivnitelné aktuálně dostup-
nými léčivy, mohou mít do budoucna 
velký přínos pro klinický manage-
ment vysoce rizikových onkologických  
pacientů.
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kaci původní histopatologické diagnózy 
ependymomu na high-grade neuro-
epiteliální tumor s MN1 alterací (dle ak-
tuálně platné WHO klasifikace MN1-
-alterovaný astroblastom). Ve skupině 
sarkomů dominovaly fúzní geny EWSR1-
-FLI1, PAX3-FOXO1  a  SS18-SSX1/ 2, které 
jsou diagnostickými markery odlišují-
cími jednotlivé skupiny diagnóz. U  pa-
cienta s neuroblastomem byla nalezena 
fúze RAD21-EIF3H, která byla dle dostup-
ných dat z databáze TCGA dosud dete-
kována pouze u jednoho pacienta s he-
patocelulárním karcinomem. U pacientů 
s lymfomy byly identifikovány terapeu-
ticky cílitelné fúze NPM1-ALK a ZBTB16-
-ABL1. V  rámci kohorty pacientů s  kar-
cinomy různého origa byla u pacientky 
s  renálním karcinomem detekována 
dosud nepopsaná fúze DVL3-TFE3. Z hle-
diska potenciálu využití pro terapeutické 
plánování bylo z 63 identifikovaných fúzí 
21 terapeuticky cílitelných (33 %). Jed-
nalo se zejména o fúze s geny BRAF, RAF1, 
FGFR1, ABL1 a  NTRK1-3. U 2/ 3 pacientů 
byla nasazena odpovídající léčba v po-
době MEK inhibitorů, NTRK inhibitorů 
a inhibitorů receptorových tyrozinkináz. 

Diskuze a závěr
Fúzní geny patří mezi významné ří-
dicí prvky kancerogeneze pediatric-
kých solidních nádorů a  jejich studium 
v uplynulých dekádách umožnilo hlubší 
porozumění komplexním změnám do-
provázejícím vznik a rozvoj nádorových 
onemocnění. Asociace různých fúzních 
genů s  na první pohled histologicky 
uniformními nádorovými onemocně-
ními demonstruje jejich diagnostický 
a prognostický potenciál, který je již re-
flektován aktuálně platnými verzemi 
WHO klasifikace vybraných skupin dia
gnóz [12,13]. Analýza fúzních genů má 


