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Povzetek

Pred desetimi leti je molekularno-genetska diagnostika na Oddelku za molekularno
diagnostiko Onkoloskega instituta Ljubljana zajemala predvsem genotipizacijo
posameznih pogostih mutacij pri gastrointestinalnih tumorijih, raku debelega ¢revesa
in danke ter melanomu, dolocanje klonalnosti in translokacij pri limfomih ter
genotipizacijo zarodnih sprememb pri dednih rakih. Od takrat se je povecal nabor tako
testiranih mutacij kot tudi tarénih genov. Hkrati se je povecalo tudi Stevilo razlicnih vrst
solidnih tumorjev, kjer je molekularna diagnostika postala nujna za dolocanje
prediktivnih, diagnosticnih in prognosticnih molekularno-genetskih bioloskih
oznacevalcev. Nova tehnologija sekvenciranja druge generacije je omogocila hkratno
zaznavanje vecjega Stevila sprememb in s tem omogocila razmah molekularno-
genetske diagnostike. Poleg tockovnih mutacij in fuzij med bioloSke oznacevalce
uvrséamo tudi tiste, ki zdruzujejo vec¢ sprememb, kot so razlike v izrazanju vec genov,
mikrosatelitska nestabilnost, mutacijsko breme tumorja in dolo¢anje okvare
homologne rekombinacije. V prihodnosti pricakujemo dodatno povecanje indikacij za
testiranje in nove bioloSke oznacevalce, osnovane na spremembi izraZzanja genov,
metilacije ali genomskih sprememb. V molekularni diagnostiki dednih rakov
pricakujemo boljSe zaznavanje vecjih genomskih preureditev z metodami
sekvenciranja daljsih odcitkov.

Uvod

Molekularna diagnostika je v zadnjih letih postala nepogresljiv del onkologije. V
zadnjem desetletju se je njena uporaba mocno razsirila — od odkrivanja zarodnih
genetskih sprememb, povezanih z vecjim tveganjem za razvoj raka, do opredelitve
genetskih sprememb, pomembnih za postavitev diagnoze, izbor zdravljenja ali za
prognozo.

Pred desetimi leti smo pri¢akovali, da se bo z leti povecalo stevilo genetskih biooloskih
oznacevalcev, ki bodo pomembni za diagnozo, zdravljenje ali prognozo bolnika z
rakom. Prav tako smo pri¢akovali povecano Stevilo razli¢nih vrst tumorjev, kjer bo
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testiranje genetskih bioloskih oznacevalcev pomembno. Oboje se je uresnicilo tudi na
Onkologkem institutu Ljubljana. Stevilo testiranj se je povecalo predvsem na racun
bolniku prilagojene medicine, kjer pomembno vlogo igrajo tarcna zdravila in z njimi
povezani prediktivni bioloski oznacevalci.

Vecanje Stevila posameznih bioloSkih oznacevalcev in genotipizacija novih vrst
tumorjev

Leta 2016 in 2017 je vecino genotipizacij predstavljala genotipizacija tumorjev raka
debelega Crevesa in danke, melonoma, gastrointestinalnih stromalnih tumorjev (GIST)
in limfomov. Pri genotipizaciji tumorjev raka debelega ¢revesa in danke in melanoma
smo sprva uporabljali metodo alelno specificnega pomnoZevanja fragmentov s
polimerazo v realnem ¢asu (RT-PCR), s katero smo dolocali najpogostejSe mutacije v
genih KRAS, NRAS in BRAF priraku debelega Crevesa in danke ter mutacije v genu BRAF
pri melanomu za napoved odziva na zdravljenje z anti-EGFR protitelesi in zaviralci
BRAF. Genotipizacijo tumorjev GIST smo izvajali s sekvenciranjem po Sangerju,
usmerjenim v dolo¢ene dele gena KIT.

Nabor prediktivnih bioloskih oznacevalcev, zlasti najpogostejsih, t. i. hot-spot mutacij,
se je stalno poveceval. Dolo¢anju mutacij z RT-PCR smo pridruzili doloc¢anje s
pirosekvenciranjem.

Pri raku dojk se je kot pomemben bioloski oznacevalec odziva na zdravljenje izkazala
pomnozitev in povecano izrazanja HER2, kar dolocajo Ze v okviru patohistoloske
preiskave tumorja. Leta 2018 smo pri raku HR+/HER2- raku dojk uvedli dolo¢anje
mutacij v genu PIK3CA, ki predstavljajo bioloski oznacevalec odziva na zdravljenje na z
zaviralci fosfatidilinozitol 3-kinaze.

Poleg povecevanja vrst razli¢nih rakov, katerih tumorje genotipiziramo, se je povecalo
tudi Stevilo bioloskih oznacevalcev, ki so pri posamezni vrsti raka pomembni. Poleg
bioloskih oznacevalcev, specifi¢nih za posamezne tumorje, pri genotipizaciji tumorjev
dolo¢amo tudi tumorske agnosticne bioloske oznacevalce, povezane z odzivom na
zdravljenje pri vec razli¢nih solidnih tumorijih, ali celo pri vseh solidnih tumorjih. Taki
bioloski oznacevalci so npr. fuzije NTRK1-3 in RET ter mutacije BRAF V600E in KRAS
G12C.

Nabor bioloskih oznacevalcev, povezanih z odzivom na zdravljenje pri posameznih
vrstah raka, se je povecal. Pri melanomu poleg mutacij v genu BRAF pomembno vlogo
igrajo tudi mutacije v genih NRAS in KIT, pri raku dojk pa dodatno $e mutacije v genih
PTEN, AKT1 in ESR1. Poleg mutacije v onkogenih so klinicno pomembni tudi bioloski
oznacevalci, povezani z mutacijami v tumor supresorskih genih. Tak primer so
patogene razliice/mutacije, ki povzrocijo izgubo funkcije proteinov BRCA1 in BRCA2,
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in predstavljajo napovedne bioloske oznacevalce za odziv na zdravljenje z zaviralci
poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri raku jaj¢nikov, prostate in trebusne slinavke.
Pri raku prostate se je nabor potencialno pomembnih tar¢nih genov razsiril na SirSi
panel genov, povezanih s homologno rekombinacijo. Leta 2018 in 2019 smo na
Oddelku za molekularno diagnostiko uvedli tudi testiranje raka jaj¢nikov in prostate,
kasneje pa Se plju¢nega raka in trebusne slinavke.

Genetski bioloski oznacevalci imajo lahko tudi diagnosticni pomen. Najpogosteje jih
dolo¢amo pri mezenhimskih tumorjih in limfomih. V teh primerih gre predvsem za
specificne fuzijske transkripte, ki jih zaznamo z sekvenciranjem RNA prepisov, pri
limfomih translokacije na nivoju DNA in klonalnost T- in B-celi¢nih receptorjev, pa tudi
za tockovne mutacije, ki se znacilno pojavljajo pri dolo¢enem podtipu tumorija.

Bioloski oznacevalci, ki obsegajo skupek sprememb

Poleg obravnave in detekcije posameznih razli¢ic/mutacij v ospredje prihajajo tudi
bioloski oznacevalci, ki obravnavajo/obsegajo skupek sprememb, npr. specifi¢en
vzorec izrazanja genov, znacilen odtis mutacij na genomu, znacilen vzorec metilacije na
genomu, ali Stevilo pridobljenih mutacij na megabazo (t. i. mutacijsko breme tumorja,
angl. Tumor Mutational Burden, TMB).

Primer takih genetskih bioloskih oznacevalcev sta tudi mikrosatelitska nestabilnost
(angl. microsatellite instability, MSI) in dolo¢anje za okvaro homologne rekombinacije
znacilnih brazgotin/odtisovha genomu (HRD).

Mikrosatelitsko nestabilnost v tumorjih smo zaceli testirati leta 2019 pri rakih debelega
Crevesa. Mikrosatelitska nestabilnost nastane zaradi okvare v genih MMR, t. . genih za
popravljanje (angl. missmatch repair), in sicer venem od genov MLH1, PMS2, MSH2 in
MSH6. Mikrosatelitska nestabilnost tumorjev je bioloski oznacevalec, ki napove
verjetni odziv na zdravljenje z zaviralcem imunskih nadzornih  tock
(pembrolizumabom). Zdravljenje s pembrolizumabom sta evropska in ameriska
agencija za zdravila (EMA in FDA) odobrili pri vseh ne-resektabilnih in metastatskih
solidnih mikrosatelisko nestabilnih tumorjih. Podoben bioloski oznacevalec je tudi
mutacijsko breme tumorija, pri katerem je FDA leta 2020 prav tako odobrila zdravljenje
vseh metastatskih solidnih  tumorjev s TMB > 10 mutacij/megabazo
spembrolizumabom (zaviralcem imunskih nadzornih tock). Tako MSI kot TMB sta torej
tumorsko agnosti¢na bioloska oznacevalca.

Dolocanje okvare homologne rekombinacije je postalo pomembno predvsem pri
epitelnih rakih jajénikov. Prisotnost okvare homologne rekombinacije je bioloski
ozacevevalec, ki napoveduje odziv na zdravljenje z zaviralci PARP.

25



Primer prognosticno pomembnih bioloskih oznacevalcev sta MammaPrint in Oncotype
Dx, ki temeljita na razlikah v ekspresiji genov in omogocata razdelitev tumorjev dojk na
prognosticne skuine ter sta pomembna za odlocitev o nadaljnjem zdravljenju. Podobno
so pri raku endometrija pomembni prognosti¢ni bioloski oznacevalci tudi mutacije v
genu POLE, TP53 in izguba proteinov MMR. Dolocanje mutacij v genih POLE na
OnkoloSkem institutu izvajamo od leta 2022.

Detekcija tumorske DNA v cirkulirajoci prostocelicni DNA

Naslednje obetajoce podrocje molekularne diagnostike je detekcija tumorske DNA v
cirkulirajoci prostoceli¢ni DNA (cfDNA). Genotipizacija cfDNA naj bi bila uporabna
tako za zaznavanje znanih tumorskih sprememb z namenom spremljanja odziva na
zdravljenje kot tudi za zaznavanje rezistentnih mutacij v cfDNA, ki so vzrok
neodzivnosti na taréna zdravila. Prva in druga uporaba genotipizacije cfDNA sta pri
nekaterih tipih traka Ze klini¢éno uveljavljeni in opisani tudi v smernicah; tak primer sta
nedrobnoceli¢ni rak pljuc in rak dojk.

Ena od moznih uporab genotipizacije cfDNA bi lahko bila tudi zgodnja detekcija
tumorske DNA pri asimptomatskih bolnikih. Ta pristop sicer zahteva visoko
obcutljivost metode ter visoko natancnost sekvenciranja, Proizvajalci sekvenatorjev v
kratkem obljubljajo doseganje kakovosti Q40-Q50, kar pomeni priblizno 1 napacno
doloéeno baza na 10* 0z.10° doloéenih baz. Trenutna natanénost sekvenatorjev druge
generacije je priblizno Q30, kar pomeni 10- do 100-krat vecjo stopnjo napak.

Cetrta mozna uporaba genotipizacije cfDNA je spremljanje ostanka preostale bolezni
po operaciji, kot prognosticni dejavnik. Prisotnost tumorske DNA v cfDNA bi lahko v
teh primerih usmerila odlocitev o dodatnem zdravljenju, npr. s kemoterapijo.

Farmakogenetika — dolocanje sprememb, ki vplivajo na presnovo zdravil

Preiskave farmakogenetike, ki ugotavljajo prisotnost specificnih polimorfizmov v genih
DPYD in UGT1A1, ki vplivajo na presnovo kemoterapevtikov, lahko usmerjajo zdravnika
v prilagajanje doze zdravila in na ta nacin zmanjSevanje nezelenih ucinkov.

Dolocanje metilacije specificnih genov

Dolocanje metilacije kot bioloSkega oznacevalca se lahko uporablja tako v
diagnosti¢ne kot teranosticne namene. Npr. metilacija promotorja gena MLH1, ki jo
na OIL-MD izvajamo od 2019, je bioloski oznacevalec za izklju€evanje sindroma
Lynch. Metilacija promotorja gena BRCA1 je obicajno vzrok za okvaro homologne
rekombinacije, ki je bioloski oznacevalec za odziv na zdravljenje z zaviralci PARP.
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Bioloski oznacevalci pri dednih rakih

Pri dednih rakih z analizo genov, povezanih z razli¢nimi vrstami dednih rakov, dolo¢amo
diagnosticno pomembne bioloske oznacevalce, ki hkrati napovedujejo ogrozenost za
razvoj raka pri nosilcih mutacij. V dolocenih primerih, npr. pri patogenih razli¢icah v
genih BRCA1/2, imajo ti oznacevalci tudi napovedni pomen za odziv na zdravljenje z
zaviralci PARP.

Pri dednih rakih se lahko kot napovedni dejavnik ogroZenosti uporablja tudi poligeni
indeks ogrozenosti (angl. poliygenic risk score — PRS), ki se npr. pri raku dojk in jajénikov
izra¢una na podlagi ve¢ kot 300 polimorfnih mest, povezanih z ogroZenostjo za
nastanek raka. V prihodnosti je uvedba PRS eden izmed ciljev na molekularne
diagnostike dednih rakov na Onkoloskem institutu Ljubljana.

K razjasnitvi razli¢ic nejasnega klinicnega pomena lahko pomembno prispeva tudi
analiza sprememb na ravni RNA.

Zakljucek

V prihodnosti pricakujemo, da bodo molekularno-genetske preiskave, ki kombinirajo
zaznavanje patogenih razlicic, sekvenciranje genoma in zaznavanje razlik v izrazanju
genov, v diagnostiki tumorjev verjetno vse pomembnejSe pri molekularni stratifikaciji
tumorjev glede na prognozo. Poleg tega bodo v kombinaciji z drugimi diagnosti¢nimi
metodami v pomocC pri opredelitvi sumljivih sprememb z neznanim malignim
potencialom, npr. opredelitvi S¢itnicnih nodusov in podobno. Prav tako so
molekularno-genetske preiskave pomembne za prognosti¢no stratifikacijo nekaterih
limfomov.

Pri uporabi molekularne diagnostike dednih rakov pri¢akujemo razvoj novih testov
doloc¢anja PRS pri razlicnih rakih in izboljSano zaznavanje patogenih razlicic s
sekvenciranjem dolgih fragmentov, ki omogoca zaznavanje vecjih genomskih
preureditev.
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