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Souhrn

Vychodiska: Nadorovy genom détskych pacient(l se vyznacuje fadou charakteristik, které
jej znacné odlisuji od malignit dospélého véku. Mezi tyto charakteristiky patfi nizka mutacni
ndloz, vyznamnd role epigenetickych zmén a také cetnost vyskytu fuznich gent jakozto fidi-
cich prvkl kancerogeneze. Fuzni geny vznikaji v disledku nékolika typl chromozomélnich
prestaveb, jako jsou translokace, delece, inzerce i inverze, a mohou mit celou fadu funkénich
dopadu. Ackoli byly v minulosti studovény predevsim v kontextu hematologickych malignit,
jejich vyznam v diagnostice a terapii solidnich nador( neustéle nardsta. Materidl a metody:
U 250 pacientl se solidnimi nadory z Kliniky détské onkologie Fakultni nemocnice Brno byla
provedena analyza fuznich gen metodou cileného RNA sekvenovani. Sekvenacni knihovny
byly pfipraveny s pomoci sady TruSight RNA Pan-Cancer Panel (Illumina, USA), ktery pokryva
1385 klinicky relevantnich gend. Sekvenace knihoven probéhla s vyuzitim NextSeq Mid Output
Kit (150 cykl() na platformé NextSeq 500 (lllumina, USA). Sekvenacni ¢teni byla namapovéna
na referen¢ni genom hg38 s pomoci STAR aligneru s parametry nastavenymi tak, aby umoznily
detekci fuznich gend. Pro vyhledani fuznich genl byly pouzity nastroje Arriba a STARfusion
aidentifikované fuzni geny byly manudlné ovéieny v softwaru IGV. Vysledky: Klinicky relevantni
fuzni geny byly identifikovany u 25 % pacientl. Nejvétsi podil identifikovanych fuzi tvofily fuze
asociované se sarkomy, jako jsou EWSR1-FLI1, PAX3-FOXO1 nebo S518-55X1/2. Druhou nejvétsi
skupinu predstavovaly fuze typické pro nddory CNS, zejména KIAA1549-BRAF ci jiné fuze ak-
tivujici Ras/MAPK signalizaci. U pacientky s rendlnim karcinomem byla identifikovana dosud
nepopsana fuze DVL3-TFE3. Celkem 33 % identifikovanych fuznich gent bylo terapeuticky cili-
telnych a u 2/3 pacientl s terapeuticky cilitelnou fuzi byla nasazena odpovidajici 1écba. Zdvér:
Analyza faznich gend ma velky piinos v diagnostice, prognostické stratifikaci a terapeutickém
planovani pediatrickych onkologickych pacientd. Pouziti vysokokapacitnich pfistup(, jako je
RNA sekvenovani, umoznuje identifikaci novych fuznich gent a tim také hlubsi porozuméni
komplexnim zménam doprovazejicim vznik a rozvoj nddorovych onemocnéni.
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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 (lllumina). 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-FOXOT1, or S518-S5X1/2. 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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Uvod

V uplynulych 10 letech doslo diky stu-
diim zaméfenym na sekvenovani nado-
rového genomu k vyznamnému posunu
v objasnéni genetického pozadi pediat-
rickych malignit a vytyceni nékolika za-
sadnich charakteristik, kterymi se odli-
Suji od malignit dospélého véku. Mezi
tyto charakteristiky patfi mimo jiné nizkd
mutacni naloz, velky vyznam epigene-
tickych alteraci a také vyssi ¢etnost vy-
skytu fuznich gen [1]. Fuzni geny vzni-
kaji v dlsledku interchromozomalnich
a intrachromozomilnich aberaci zahr-
nujicich translokace, delece, inzerce ¢i
inverze. Funkcni dopad téchto aberaci
mUze spocivat v deregulaci transkripce,
vzniku chimérickych onkoproteind di
produkci zkrdceného proteinu [2]. Jejich
objev je spojen predevsim s hematoon-
kologickymi malignitami [3], nicméné
postupnym badanim a pokrokem v ob-
lasti molekuladrné-biologickych metod
byly identifikovany také u solidnich na-
dorl [4] a doslo k celkovému narlstu
poctu klinicky relevantnich fuznich gent
s diagnostickym, prognostickym ¢i pre-
diktivnim vyznamem. V klinické praxi
jsou k jejich identifikaci vyuzivany pre-
devidim metody fluorescenéni in situ
hybridizace (fluorescence in situ hybridi-
zation - FISH) a polymerazova fetézova
reakce spojend s reverzni transkripci (re-
verse transcription polymerase chain
reaction — RT-PCR), postupné se vsak do-

stava do popredi také metoda cileného
RNA sekvenovani. Tato metoda ptinasi
vyhodu paralelni detekce vice typU fuz-
nich gent a také moznosti objevu dosud
nepopsanych prestaveb, z toho divodu
jeji vyuziti v diagnostice narusta.

Material a metody

Analyza faznich genli metodou cile-
ného RNA sekvenovani byla provedena
u 250 pacient( se solidnimi nadory z Kli-
niky détské onkologie Fakultni nemoc-
nice Brno, ktefi byli diagnostikovani
v obdobi od z&f 2016 do kvétna 2022.
Vsichni pacienti ¢i jejich zdkonni za-
stupci podepsali informovany souhlas
se zafazenim do studie. U 214 pacientu
byla analyza provedena v ramci kom-
plexni molekularni charakterizace na-
dorové tkané spolu s dalSimi metodami
(celoexomové sekvenovani, celotran-
skriptomové profilovani aj.). V rdmci
kohorty bylo analyzovdno 98 nadort
centralni nervové soustavy (CNS), 94 sar-
kom0, 16 neuroblastomd, 12 lymfom,
8 karcinom rlizného origa a 22 jinych
typU solidnich nadort. Celkovd RNA byla
izolovana ze zamrazené tkané ¢i tkané fi-
xované formalinem a zalité do parafinu
(FFPE blok) pomoci mirVANA miRNA
Isolation Kit (Invitrogen, USA). Sekve-
nacni knihovny byly pfipraveny s po-
moci sady TruSight RNA Pan-Cancer
Panel kterd pokryva 1385 klinicky rele-
vantnich gend a umoznuje identifikaci

jak znamych, tak dosud nepopsanych
fuznich gen. Sekvenace knihoven pro-
béhla s vyuzitim NextSeq Mid Output Kit
(150 cykld) na platformé NextSeq 500.
Sekvenacni ¢teni byla namapovéna na
referen¢ni genom hg38 s pomoci STAR
aligneru [5] s parametry nastavenymi
tak, aby umoznily detekci fuznich gen.
Kvalita mapovani byla ovéfena pomoci
nastrojl QualiMap [6] a Picard [7]. Pro
vyhledani fuznich gend byly pouzity na-
stroje Arriba [8] a STARfusion [9]. Identi-
fikované fazni geny byly manudlné ové-
reny v softwaru IGV [10].

Vysledky

U 63 pacientll (25 %) byla potvrzena pfi-
tomnost klinicky relevantniho fuzniho
genu. U pacientd s nadory CNS prevla-
daly fuzni geny aktivujici Ras/MAPK sig-
nalizaci, které jsou typické pro low-grade
gliomy. Nejc¢astéji detekovanou fuzi byla
KIAA1549-BRAF, byly viak nalezeny také
méné typické prestavby, jako FAM131B-
-BRAF, QKI-RAF1 &i FGFRT-TACCT.

Druhou nejzastoupenéjsi skupinu tvo-
fily fuze asociované se supratentorial-
nimi ependymomy, které vymezuji dvé
prognosticky odlisné skupiny YAP1-flzo-
vanych a ZFTA-fazovanych (dfive RELA-
-fuzovanych) ependymom [11].V rdmci
kohorty byly identifikovany pouze ZFTA-
-RELA fuze vytycujici prognosticky méné
pfiznivou skupinu. U jedné pacientky
ved| nélez fuze MNT-BEND?2 k reklasifi-
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kaci plvodni histopatologické diagnézy
ependymomu na high-grade neuro-
epitelidlni tumor s MNT alteraci (dle ak-
tudlné platné WHO klasifikace MN1-
-alterovany astroblastom). Ve skupiné
sarkomU dominovaly fuzni geny EWSR1-
-FLIT, PAX3-FOXOT a S518-55X1/2, které
jsou diagnostickymi markery odlisuji-
cimi jednotlivé skupiny diagnéz. U pa-
cienta s neuroblastomem byla nalezena
flze RAD21-EIF3H, ktera byla dle dostup-
nych dat z databaze TCGA dosud dete-
kovéna pouze u jednoho pacienta s he-
patocelularnim karcinomem. U pacientt
s lymfomy byly identifikovény terapeu-
ticky cilitelné fuze NPM1-ALK a ZBTB16-
-ABL1. V ramci kohorty pacientl s kar-
cinomy rdzného origa byla u pacientky
s rendInim karcinomem detekovana
dosud nepopsana fuze DVL3-TFE3. Z hle-
diska potencidlu vyuziti pro terapeutické
planovani bylo z 63 identifikovanych fuzi
21 terapeuticky cilitelnych (33 %). Jed-
nalo se zejména o flze s geny BRAF, RAF1,
FGFR1, ABLT a NTRK1-3. U 2/3 pacientl
byla nasazena odpovidajici 1é¢ba v po-
dobé MEK inhibitor, NTRK inhibitor(
a inhibitord receptorovych tyrozinkinaz.

Diskuze a zavér

Fuzni geny patii mezi vyznamné fi-
dici prvky kancerogeneze pediatric-
kych solidnich nadorl a jejich studium
v uplynulych dekadach umoznilo hlubsi
porozuméni komplexnim zménam do-
provazejicim vznik a rozvoj nadorovych
onemocnéni. Asociace rdznych fuznich
genl s na prvni pohled histologicky
uniformnimi naddorovymi onemocné-
nimi demonstruje jejich diagnosticky
a prognosticky potencial, ktery je jiz re-
flektovan aktualné platnymi verzemi
WHO klasifikace vybranych skupin dia-
gnoz [12,13]. Analyza fuznich gend ma

také velky vyznam stran terapeutického
planovani vzhledem k tomu, Ze vybrané
fuzni geny jsou zaroven terapeutickymi
cili. Nasazeni cilené Ié¢by s sebou poté
nese moznost dosazeni lepsich Iéceb-
nych vysledk( oproti standardné pouzi-
vanym postupdm [14].

Pro Ucely nasi studie byla zvolena me-
toda cileného RNA sekvenovani. Jednou
zhlavnich vyhod této metody je moznost
identifikace dosud nepopsanych fuznich
genU, coz bylo demonstrovano nalezem
prestavby DVL3-TFE3. Flize genu TFE3 se
popisuji v souvislosti s renalnim karcino-
mem, jaternimi PEComy ¢i alveoldrnimi
sarkomy mékkych tkani [15]. Jejich dua-
sledkem je onkogenni aktivace proteinu
TFE3, kterad spocivd v nekontrolované
akumulaci tohoto transkrip¢niho fak-
toru v jadre bunky a spusténi exprese ci-
lovych gent [16]. Pravé identifikace ne-
popsanych fuznich gend, jejichz dalsi
studium povede k objasnéni pfesného
funkéniho dopadu, spolec¢né se snahami
0 vyvoj novych terapeutickych strate-
gii cilicich na fazni transkripty, které
nejsou ovlivnitelné aktudlné dostup-
nymi lé¢ivy, mohou mit do budoucna
velky pfinos pro klinicky manage-
ment vysoce rizikovych onkologickych
pacientu.
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