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Povzetek

V zadnjih desetih letih je postalo sekvenciranje nove generacije del rutinske
diagnostike tumorjev v patologiji, brez katerega si sodobne diagnostike ne moremo vec
predstavljati. IzboljSale so se tudi tehnike izolacije DNA in RNA iz tkiva, tako da je
postalo sekvenciranje nove generacije zanesljiva in robustna metoda. Siroka uporaba
v patoloski diagnostiki tumorjev je pomembno prispevala k prepoznavanju novih vrst
tumorjev in njihovih podtipov in prepoznavanju dolocenih vrst tumorjev na mestih in
v organih, kjer pred tem niso bili opisani. Napredek v diagnostiki tumorjev mehkih tkiv
z uporabo sekvenciranje nove generacije je primer, kjer je molekularna diagnostika
kljuéno prispevala k razvoju histopatoloske diagnostike. Diagnostika tumorjev
osrednjega zivCevja (gliomov) danes skoraj izklju¢no temelji na molekularno-genetskih
spremembah. Izkazalo se je tudi, da sekvenciranje nove generacije lahko prispeva k
opredelitvi izvora zasevkov karcinoma v priblizno polovici primerov in hkrati omogoci
dolocitev potencialnih terapevtskih taré. Sekvenciranje nove generacije je postala
standardna metoda v patologiji, ki je komplementarna drugim, dlje ¢asa uveljavljenim
metodam, predvsem imunohistokemiji, hkrati pa je omogocila pridobivanje novih
spoznanj in prek primerjave molekularnih rezultatov in histopatoloske slike vodila v
izboljSanje same histopatoloske diagnostike.

Uvod

Pred priblizno desetimi leti se je v molekularni diagnostiki zacelo vse bolj uveljavljati
sekvenciranje nove generacije, ki omogoca analizo vecjega Stevila genov oziroma
genetskih sprememb z eno samo analizo. Ceprav je bil na zacetku v ospredju
terapevtski oziroma prediktivni pomen (doloCanje genetskih sprememb, ki so
pomembne za zdravljenje dolo¢enega tumorja), je veliko obetal tudi diagnosticni
pomen (ugotavljanje genetskih sprememb, ki omogocajo natancnejSo diagnostiko
oziroma prepoznavanje doloc¢enih tumorjev).
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Kot nova in ucinkovita tehnologija je sekvenciranje nove generacije predstavljalo velike
obete za natancnejSo in ucinkovitejSo diagnostiko. Vendar je bilo Ze na zacetku
povezano s Stevilnimi vprasanji. Katera tehnologija je najprimernejsa za tkivo, fiksirano
v formalinu in vklopljeno v parafin? Ker je sekvenciranje nove generacije povezano z
razmeroma velikimi stroski, je bilo vprasanje, ali je bolje uporabiti manjse, tar¢no
usmerjene panele glede na diagnosti¢no vprasanje, ali vecje panele, ki so povezani z
vecjimi stroski, vendar dobimo z analizo vec¢ informacij in so uporabni pri razlicnih
diagnosti¢nih vprasanjih.

Razvoj v zadnjih desetih letih

V zadnjih desetih letih je postalo sekvenciranje nove generacije del rutinske
diagnostike tumorjev v patologiji, brez katerega si sodobne diagnostike ne moremo vec
predstavljati. Izboljsale so se tudi tehnike izolacije DNA in RNA iz tkiva, tako, da je
postalo sekvenciranje nove generacije zanesljiva in robustna metoda.

Seveda je diagnosti¢ni pomen sekvenciranja nove generacije zelo razlicen na razli¢nih
podrocjih patologije. Na nekaterih podrocjih diagnostika tumorjev brez sekvenciranja
nove generacije prakticno ni ve¢ mogoca (npr. tumorji osrednjega ZivCevja, nekateri
tumorji mehkih tkiv), na nekaterih podrocjih je vloga razmeroma omejena. Izkazalo se
je, da je smiseln razlicen pristop glede na diagnosti¢na vprasanja — v nekaterih
primerih, kjer je nabor pri¢akovanih genetskih sprememb omejen, je smiselno
uporabiti manjse, taréne panele (npr. diagnostika melanocitnih tumorjev), v nekaterih
primerih je smiselna uporaba vecjih panelov (npr. diagnostika malignih tumorjev
neznanega izvora). V nekaterih primerih, kjer iS¢emo genetske spremembe enega
samega gena, je Se vedno smiselna uporaba klasi¢nih in cenejsih molekularnih metod
(npr. ugotavljanje sprememb v genu POLE pri karcinomu endometrija, ugotavljanje
sprememb v genu GNAS pri fibrozni displaziji).

Poudariti je treba, da je bilo v zadnjih desetih letih opredeljenih ve¢ tumorskih entitet,
ki so definirane z novimi genetskimi spremembami. Torej postaja nabor genetskih
sprememb, ki jih Zelimo analizirati in naj bi bile vklju¢ene v diagnosti¢ni panel, vse Sirsi.
Hkrati sledi razvoj komercialnih panelov z zamikom glede na nova spoznanja o genetiki
tumorjev. To dejstvo in cilj po uporabi ¢im bolj usmerjenih panelov zaradi zmanjSevanja
stroskov narekuje potrebo po oblikovanju lastnih tarénih panelov.

Pomemben vidik rutinske in Siroke uporabe sekvenciranja nove generacije v patoloski
diagnostiki tumorjev je, da je pomembno prispevala k prepoznavanju novih vrst
tumorjev in njihovih podtipov, prepoznavanju dolocenih vrst tumorjev na mestih in v
organih, kjer pred tem niso bili opisani, in k izboljSanju same histopatoloske diagnostike
— danes bolje prepoznamo dolocene histopatoloske znacilnosti tumorjev, ki so
povezane z dolo€eno vrsto tumorja ali celo dolocenimi genetskimi spremembami, kar
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predstavlja navdusujo¢ napredek v patologiji — z uporabo stoletje stare tehnologije
(obarvanih tkivnih rezin) smo danes sposobni pridobiti ve¢ informacij kot v preteklosti.

Izkazalo se je, da je klju¢no, da je sekvenciranje nove generacije in druga molekularna
diagnostika integralni del patoloske diagnostike, da se izvaja v laboratoriju za
patologijo in da je za kon¢no diagnozo tumorjev odgovoren specialist patologije, ki pri
tem uposteva klinicne, histopatoloske, imunohistokemicne in molekularno-genetske
znacilnosti dolocenega tumorija.

V nadaljevanju so predstavljena Stiri izbrana podrocja, na katerih ima sekvenciranje
nove generacije pomembno vlogo. V sploShem ocenjujemo, da je sekvenciranje nove
generacije za postavitev pravilne diagnoze v sploSnem indicirano v manj priblizno 0,5
% histopatoloskih preiskav.

Tumorji mehkih tkiv

Diagnostika tumorjev mehkih tkiv je zahtevna, ker gre za Stevilne razli¢ne tumorje z
zelo razliénim kliniénim potekom in so v sploSnem precej redki. Vec¢ina tumorjev
mehkih tkiv ima znacilne genetske spremembe (najveckrat genske fuzije), v nekaterih
primerih genetska sprememba definira tumor. Pred sekvenciranjem nove generacije je
bila poleg imunohistokemije glavna diagnosti¢cna metoda FISH (fluorescentna in situ
hibridizacija). Zaradi pomembnih prednosti sekvenciranja nove generacije (opredelitev
genske fuzije, vklju¢no s fuzijskim partnerjem, zaznavanje fuzij z novimi, Se ne
opisanimi fuzijskimi partnerji, hkratna analiza Stevilnih genov, ki so lahko udelezeni v
fuzijah) je v zadnjih letih sekvenciranje nove generacije v veliki meri nadomestilo
preiskavo FISH. Dodatno se je izkazalo, da je bolj obcutljivo in zanesljivo od FISH.
Sekvenciranje nove generacije je tudi skrajSalo ¢as do koncéne diagnoze, saj z eno
analizo pokrijemo vse relevantne genetske spremembe, za razliko od FISH, pri katerem
je Slo praviloma za stopenjsko diagnostiko.

Napredek v diagnostiki tumorjev mehkih tkiv z uporabo sekvenciranja nove generacije
je primer, kjer je molekularna diagnostika klju¢no prispevala k razvoju histopatoloske
diagnostike. Treba pa je opozoriti, da je doloena genetska sprememba pogosto
prisotna v vec razli¢nih vrstah tumorjev (kar velja za tumorje mehkih tkiv in tumorje
nasploh), neredko v tumorjih s povsem razli¢nim kliniénim potekom, zato je izrednega
pomena korelacija med histopatolosko sliko, imunohistokemicnim profilom, klini¢no
sliko in rezultati sekvenciranja nove generacije — v nasprotnem primeru lahko vodijo
rezultati sekvenciranja nove generacije do napacne diagnoze.

Tumorji osrednjega Zivcevja

Diagnostika tumorjev osrednjega ZivCevja (gliomov) danes skoraj izkljuéno temelji na
molekularno-genetskih spremembah, zato je sekvenciranje nove generacije klju¢no za
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zanesljivo in ucinkovito diagnostiko. Poleg sekvenciranja nove generacije postaja
standard v diagnostiki tumorjev osrednjega Ziv€evja metilacijsko profiliranje.

Maligni tumorji nejasnega izvora

Sekvenciranje nove generacije je bilo obetavno pri opredeljevanju tumorjev nejasnega
izvora, najveckrat zasevkov nediferenciranih karcinomov in nediferenciranih malignih
tumorjev nasploh. V sploSnem je v teh diagnosti¢nih primerih pomembno, da za
sekvenciranje nove generacije uporabimo ¢im vecji panel, saj dobimo na ta nacin
potencialno ve¢ informacij. Izkazalo se je, da sekvenciranje nove generacije lahko
prispeva k opredelitvi izvora zasevkov karcinoma v priblizno polovici primerov in hkrati
omogoci tudi dolocitev potencialnih terapevtskih tarc.

Pomembna ugotovitev v zadnjih letih, ki jo je omogocila Siroka uporaba sekvenciranje
nove generacije, je, da pomemben del nediferenciranih/pleomorfnih tumorjev,
predvsem v podroc¢ju bezgavk (pazduha, vrat, ingvinalno), ki so bili v preteklosti
opredeljeni kot nediferencirani ali pleomorfni sarkomi, predstavlja nediferencirane
melanome. Njihov prepoznava je klju¢na za ustrezno nadaljnje zdravljenje.

Melanocitni tumorji

Diagnostika melanocitnih tumorjev predstavlja v mnogih primerih velik diagnosticni
izziv. V zadnjih 10-15 letih so bile molekularno opredeljene razlicne vrste malignih
tumorjev, vklju¢no z gonilnimi spremembami in tistimi spremembami, ki so povezane
z malignim potencialom. Sekvenciranje nove generacije omogoca z eno samo analizo
ugotavljanje gonilnih genetskih sprememb, ki so znacilne za dolocen tip melanocitnih
tumorjev, in sekundarnih genetskih sprememb, poveznih z maligni potencialom
(mutacija promotorja TERT, spremembe v Stevilu kopij genov in kromosomskih regij in
drugih), in je v veliko pomoc pri diagnostiki melanocitnih tumorjev. ZmanjSa moznost
tako prekomerne diagnoze melanoma kot zamenjave melanoma z ne-malignim
melanocitnim tumorjem. Najvecji pomen ima v diagnostiki Spitz melanocitnih
tumorjev. Sekvenciranje nove generacije je v zadnjih letih kljuéno prispevalo k
izboljSanju diagnostike melanocitnih tumorjev v izbranih zahtevnih primerih, tako na
racun ugotovljenih genetskih sprememb v dolo¢enem tumorju, kot na racun izboljsanja
same histopatoloske diagnostike (boljSega prepoznavanja dolocenih histopatoloskih
znacilnosti, ki so povezane z doloceno vrsto tumorja ali celo dolo¢eno genetsko
spremembo). Sekvenciranje nove generacije je indicirano v 0,5-1 % vseh odstranjenih
melanocitnih tumorjev.

Sekvenciranje nove generacije in imunohistokemicne preiskave

Pred desetimi leti ni bilo jasno, v koliksni meri bo sekvenciranje nove generacije
nadomestilo imunohistokemicne preiskave. V nasprotju s pricakovanji so se vzporedno
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s sekvenciranjem nove generacije razvijale tudi imunohistokemicne preiskave. Tako
imamo danes na voljo mnoga protitelesa, ki specifi¢cno zaznavajo dolo¢ene genetske
spremembe in lahko v veliki meri nadomestijo molekularne metode, vklju¢no s
sekvenciranjem nove generacije. Prednost imunohistokemicnih preiskav je njihova
dostopnost, so cenovno ugodne in omogocajo rezultate v nekaj urah. Primeri taksnih
preiskav so BRAFV600E (zaznavanje mutacij v razlicnih tumorjih), FOSB (tumorji s
fuzijami FOSB), H3G34W (mutacija histona H3, znadilna za gigantoceli¢ne tumorje
kosti), CAMTA1l (zaznavanje fuzij CAMTAL, ki so znacilne za epiteloidni
hemangioendoteliom), STAT6 (zaznavanje fuzije STAT6, znacilen za solitarni fibrozni
tumor), panTRK (zaznavanje fuzij genov NTRK1-3 v razli¢nih tumorjih) in Stevilni drugi.

Po drugi strani se je zaradi zelo specifi¢nih in zato diagnostic¢nih imunohistokemicnih
preiskav ter sekvenciranja nove generacije zmanjsala potreba po uporabi manj
specifi¢nih imunohistokemicnih preiskav — tako danes v mnogih primerih napravimo
manj teh preiskav, diagnostika pa je bolj zanesljiva.

Zakljucek in pogled naprej

Sekvenciranje nove generacije je postala standardna metoda v patologiji, ki je
komplementarna drugim, dlje ¢asa uveljavlienim metodam, predvsem
imunohistokemiji. Na nekaterih podrocjih patologije klju¢no prispeva k zanesljivi
diagnostiki, kar pomembno vpliva na nadaljnjo obravnavo bolnika, hkrati pa je
sekvenciranje nove generacije omogocilo pridobivanje novih spoznanj in prek
primerjav molekularnih rezultatov in histopatoloske slike vodilo v izboljSanje same
histopatoloske diagnostike.

Danes se poleg sekvenciranja nove generacije z uporabo razli¢no velikih panelov vse
bolj uveljavlja sekvenciranje celotnega transkriptoma, eksoma in genoma, tudi na
tkivu, fiksiranem v formalinu in vklopljenem v parafin. Metilacijsko profiliranje
(dolocanje metiloma), ki se je pred leti najprej uveljavilo v diagnostiki tumorjev
osrednjega Ziv€evja, se vse bolj uveljavlja tudi na drugih podrocjih in je predvsem
pomembno pri prepoznavanju tumorjev, ki jih z drugimi metodami ne moremo
opredeliti.

Podobno kot je sekvenciranje nove generacije prispevalo k izboljSanju histopatoloske
diagnostike (danes »pod mikroskopom vidimo vec in prepoznamo vec«), si lahko v
prihodnje obetamo z uporabo umetne inteligence, ki temelji na analizi slike.

Ze vet let poslusamo napovedi, da bodo nove tehnologije (npr. sekvenciranja nove
generacije) povsem spremenile diagnostiko v patologiji in nadomestile mikroskopski
pregled. Do zdaj se je izkazalo, da je mikroskopski pregled (histopatoloska slika) Se
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vedno najpomembnejsi del patoloske diagnostike, katere pomen se je z novimi
tehnologijami v sploSnem celo povecal. V bliznji prihodnosti kaze, da bodo nove
tehnologije dodatno prispevale k izboljSanju diagnostike, da pa ne bodo izpodrinile
trenutno Siroko uveljavljenih metod (histopatoloska slika, imunohistokemija,
sekvenciranje nove generacije). Zivimo v ¢asu res velikega razvoja patologije, ki hkrati
prestavlja gonilo razvoja zdravljenja tumorjev.
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