Hlavna téma

Celogenémové sekvenovanie v onkoldgii — od klinickych
Stadii k rutinnému diagnostickému vyuzitiu

Mgr. Beata Katrincsakova, PhD.!, Mgr. Matis Durdik, PhD."2, Mgr. Jaroslav Budis®*, doc. RNDr. Tomas Szemes, PhD.%4,
prof. MUDr. Alexandra Kolenova, PhD.5, RNDr. Katarina Skalickd, PhD., MPH'

"Laboratdrium klinickej a molekulovej genetiky LF UK a NUDCH, Bratislava

20ddelenie radiobioldgie, Ustav experimentalnej onkoldgie, Biomedicinske centrum SAV, Bratislava

$Vedecky park Univerzity Komenského, Bratislava

*Geneton, s.r.0., Bratislava

5Klinika detskej hematoldgie a onkoldgie LF UK a NUDCH, Bratislava

Genomické zmeny v nadoroch st velmi komplexné a vyznamne ovplyviiuji odpoved na cielend terapiu. Globalne profilovanie nadorovych
genémov metédou celogenémového sekvenovania (WGS) sa stalo nevyhnutnou sii¢astou viacerych klinickych $tidii, ktoré poukazujii na
jeho pridand hodnotu a potencial v rutinnom diagnostickom testovani. Vd'aka klesajticim nakladom na WGS a jeho schopnosti analyzovat
varianty vSetkych tried v ramci jedného testu moZno predpovedat jeho plynuly prechod z klinickych §tiidii do rutinnej diagnostickej praxe.
Zaclenenie WGS do Standardnej klinickej onkologickej starostlivosti bude naroénou cestou s viacerymi vyzvami. Napriek tomu, tplné
vyuzitie potencialu genomickej mediciny v onkoldgii prostrednictvom pokrocilej diagnostiky sfubuje vyznamny progres v diagnostike,
prognostifikacii a lieche onkologickych pacientov.
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Whole-genome sequencing in oncology - from clinical trials to routine diagnostic use

Genomic alterations in cancer are highly complex and significantly impact the response to targeted therapy. Comprehensive profiling of
cancer genomes using whole-genome sequencing (WGS) has become an essential part of several clinical studies, highlighting its added
value and potential in routine diagnostic testing. With the decreasing costs of WGS and its abhility to analyze variants of all types in a single
assay, a seamless transition from clinical trials to routine diagnostic practice can be anticipated. Integrating WGS into standard clinical
cancer care will be a challenging process with multiple obstacles. Nevertheless, fully harnessing the potential of genomic medicine in

oncology through advanced diagnostics promises significant progress in the diagnosis, prognosis and treatment of cancer patients.
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Uvod

Tumorigenéza je komplexny
mnohostupniovy proces, ktory zac¢ina
onkogénnou (driver) mutaciou v jedinej
somatickej bunke (1). Tento prvotny ge-
neticky zasah poskytuje bunkam se-
lek¢na vyhodu, ktora je zakladom pre
ich naslednua klonalnu expanziu. Pocas
procesu tumorigenézy sa v pévodnom
nadorovom klone postupne akumulujt
dalSie muta¢né zasahy, ktoré vedt k ire-
verzibilnej progresii nadorového tkani-
va do vysoko heterogénnej a invazivnej
lézie. Frekvencia genetickych zasahov
v priebehu evoltcie nadorov zavisi od
kombinéacie fyzikalnych faktorov, ktoré
uréuju rychlost ich vyskytu a selektiv-
nych tlakov, ktoré ovplyviiuja ich fixaciu
v prostredi a sithrnne smeruju k propa-
gacii preZitia a proliferacie nadorovych
klonov (2). Analyzy parovych vzoriek na-
dorového a normalneho tkaniva vykona-

né pokro¢ilymi technikami sekvenovania
ukazali, Ze driver mutacie a klonalna ex-
panzia mozu byt pritomné uz v morfolo-
gicky normalnych tkanivach. K transfor-
macii normalneho tkaniva na nadorové
v8ak dochadza pomerne zriedkavo. Tieto
poznatky naznacujl, Zze samotna dri-
ver mutacia zvyc¢ajne nie je pre aplni
onkogenénnu transformaciu postacuja-
ca. Je zname, ze ochranu pred vznikom
nadorov fyziologicky zabezpecuje on-
kogénna bariéra. Jej naruSenie vplyvom
podnetov z prostredia, ako aj starnutia,
prostrednictvom mechanizmov, ktoré st
zatial nedostato¢ne pochopené, je kla-
¢ovou hybnou silou naddorovej transfor-
macie. Predpokladame, Zze onkogenéza je
vysledkom vzajomnej sthry genetickych,
epigenetickych a environmentalnych
faktorov (1).

Nedavne pokroky v oblasti ana-
lyzy ludského gendému a transkriptomu

metddami masivneho paralelného sek-
venovania, jednojadrového RNA sekve-
novania (single-cell-RNA-seq) a priesto-
rovej transkriptomiky slubujt revoltciu
v ndhlade do genomiky/transkriptomi-
ky nadorov. Tieto techniky umoznuja
komplexne zhodnotit vyznam casovej
a priestorovej heterogenity nadorov.
Skiimanie nadorového genému pomocou
celogenomového sekvenovania (whole
genome sequencing, WGS) poskytuje
uceleny pohlad na biolégiu a patoge-
nézu nadoru, ¢im postva perspektivy
diagnostiky, prognostifikacie a terape-
utickych intervencii bliZSie k preciznej
medicine. Tento ¢lanok sa zameriava na
celogenémové sekvenovanie a jeho apli-
kacie v klinickej diagnostike, s dérazom
na jeho potencial pri diagnostike on-
kologickych ochoreni deti a dospelych,
pri stratifikacii pacientov do rizikovych
skupin a rozvoji cielenych terapii. Cielom
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je poskytnut uceleny prehlad o aktual-
nom stave poznania, vyhodach, vyzvach
a perspektivach vyuzitia WGS v onkolo-
gickej diagnostike a liecbe.

Molekularno-geneticka
diagnostika v onkoldgii:
Aktualne moznosti

a perspektivy

Evolticia nadoru je sekvenény pro-
ces, ktory zahfna sled muta¢nych zasa-
hov, ktoré sa v nadorovom klone postup-
ne akumuluj, kombinuja a kooperuji
tak, aby zabezpecili tspeSnt onkogenézu
a nasledne dlhodobé prezivanie nadoru
(1, 2). Nadorovo $pecifické mutacie tvoria
zmeny na Urovni niekol'ko nukleotidov
(jednonukleotidové varianty, malé in-
zercie a/alebo delécie), ako aj numerické
alebo Strukturalne odchylky od normal-
neho karyotypu variabilného rozsahu
(vyvazené a nevyvazené translokacie,
inverzie, duplikacie, delécie), zmeny
v pocCte kopii konkrétnych chromozémov
(aneuploidie), nasobky zakladnej sady
chromozoémov t. j. dupli/multiplikacie,
resp. delécie celého jadrového genomu
(euploidie), pripadne sa manifestuju ako
rozsiahle preskupenia genému (kom-
plexné Strukturalne prestavby, napriklad
v dosledku chromotripsie/chromople-
xie). Cytogenetické a molekularne zmeny
pritomné v Case diagnoézy predstavuju
vyznamné diagnostické, prognostické
a terapeutické ukazovatele priebehu on-
kologickeho ochorenia, pripadne sa radia
medzi prospektivne genetické/moleku-
larne markery, ktorych klinicky vyznam
¢aka na objasnenie.

Zlatym Standardom v laboratérnej
diagnostike onkologickych ochoreni je
multimodalne testovanie zamerané na
identifikaciu driver mutacii. Tento pri-
stup sa zameriava na analyzu karyotypu
a vySetrenie Specifickych cytogenetic-
kych zmien pomocou metdd konvencnej
a molekularnej cytogenetiky (fluores-
cenc¢na in situ hybridizacia/FISH, array
komparativna genémova hybridizacia/
aCGH), ako aj na cielent analyzu nuk-
leotidovej sekvencie na trovni DNA a/
alebo RNA. V poslednych rokoch sa
do diagnostiky hematologickych aj so-
lidnych nadorovych ochoreni Gspesne
implementovalo sekvenovanie Specific-
kych génovych panelov asociovanych

s konkrétnou skupinou onkologickych
ochoreni. Paralelna analyza vybranych
klinicky vyznamnych molekularnych
markerov typu jednonukleotidovych
variantov (SNV) a/alebo malych inzer-
cii a/alebo delécii postupne nahradza
konven¢né metody ako PCR a jej modi-
fikacie a Sangerovu sekvena¢nt analyzu.
Napriek svojej perspektive v diagnos-
tickej a prognostickej stratifikacii, ako
aj pri smerovani lieCebnych stratégii, je
vSak diagnosticky pristup zaloZeny na
panelovom sekvenovani informativny iba
v oblastiach vybranych na analyzu, ¢im
cieli na obmedzent skupinu variantov.
Preto v pripade negativneho vysledku
nema panelové sekvenovanie dostato¢ni
vypovedna hodnotu. Mnohé laborat6-
rid preto ponukaju alternativu v podobe
identifikacie kodujacich variantov v kan-
didatnych génoch klinicky vyznamne
asociovanych s onkologickymi ochore-
niami na zaklade sekvenovania celého
exomu (whole exome sequencing, WES).
Urcité skupiny pediatrickych aj
dospelych pacientov sa v§ak vyznacuju
onkologickym ochorenim s nizkou mu-
tacnou zatazou, pricom Standardna cy-
togeneticka a molekularna diagnostika,
ani vyuzitie metdd na baze MPS v zmysle
panelového sekvenovania a WES, v tych-
to pripadoch neodhalia prognosticky
vyznamny marker ochorenia. Recentné
Stadie naznacuj, ze v tejto skupine pa-
cientov je vhodné zamerat sa na analyzu
variantov lokalizovanych mimo kédujicu
oblast genému (Strukturalne varianty),
pripadne vyhladavat kandidatne markery
na zaklade zhodnotenia variability epige-
nému, nakol'ko bolo opakovane preuka-
zané, Ze nadorové a nenadorové genémy
sa mozu vyznamne liSit v metyla¢nych
profiloch. Vzhladom na tieto poznatky
je potrebné pristtpit k inovacii labora-
tornych diagnostickych algoritmov, ¢o
by mohlo prispiet k zlepSeniu klinického
manazmentu a optimalizacii terapeutic-
kych stratégii u pacientov, ktorych onko-
logické ochorenie eSte nebolo geneticky/
molekularne charakterizované (3).
Metbéda WGS je zamerana na sek-
venovanie kompletného gendému, vratane
kodujtcich (exony) a nekodujtcich (intro-
ny, promotory, iné regulacné elementy)
oblasti. Pontika simultannu identifikaciu
sekvenénych aj Strukturalnych variantov,

¢im prepéaja centralne dogmy cytoge-
netiky a molekularnej biolégie. Okrem
komplexnych informacii o genetickych
variantoch v nadorovom genéme, umoz-
nuje WGS analyzovat metylaciu DNA,
teda klacovy epigeneticky mechaniz-
mus, ktory moze ovplyvnit expresiu gé-
nov v nadorovych bunkach bez zmeny
samotnej sekvencie DNA. TaktieZ posky-
tuje kvantitativne informacie o ¢istote
nadorového materialu (podiel nadoro-
vych buniek v analyzovanej vzorke, tu-
mor purity) a nadorovej mutacénej zatazi
(tumor mutation burden, TMD), ¢o je
pocet mutacii v genéme nadoru. TMB
je vyznamnym ukazovatelom genetickej
heterogenity nadoru a méze zohravat
dolezitt tlohu pri terapeutickej rozvahe.
V stcasnosti je TMB prediktivhym mar-
kerom G¢innosti imunoterapie (4).

Celogenomové sekvenovanie

v klinickych stidiach: Nové

horizonty v cielenej terapii

onkologickych ochoreni

Klinické §tudie tvoria prv liniu
v hodnoteni vyznamu genetického pro-
filovania pri stratifikacii pacientov do
rizikovych skupin a pri vybere vhodnej
terapie. Prevazna vac$ina klinickych
§tadii bola donedavna zamerana na jed-
notlivé histologické typy nadorov, §pe-
cifické genetické markery a konkrétne
molekularne lie¢iva, ¢o vyrazne obme-
dzovalo pocet onkologickych pacientov
vhodnych na zaradenie do tychto Sttdii.
Navyse, pocet perspektivnych moleku-
larnych agensov kontinualne rastie, pri-
¢om recentné informacie o komplexite
nadorového genému a transkriptomu
generuji neustale sa rozsirujuci zoznam
kandidatnych klinicky vyznamnych DNA
variantov. Je preto nevyhnutné syste-
maticky integrovat diagnostiku tychto
novych variantov do klinickych Studii
a vyhodnotit ich potencidlnu prediktiv-
nu hodnotu. Racionalnym rieSenim je
vyuZzitie metody WGS, ktora umoziuje
identifikovat genetické varianty vSet-
kych tried v ramci jedného testu, vrata-
ne pravdepodobne klinicky vyznamnych
variantov, ktoré nekoduji proteiny.

V poslednych rokoch sa objavujt
inovované dizajny klinickych Stadii, ktoré
sa snazia zohladnit dostupné poznatky
o inter- a intra- individualnej molekular-
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nej variabilite onkologickych ochoreni
a potrebu hodnotenia vacsieho pocétu
genetickych markerov. V ramci jedné-
ho protokolu klinickej §tdie méze byt
zdruZenych niekol'ko desiatok podstudii,
ktoré sa odliSuja charakteristikami ran-
domizovanej populacie, ako ajliecebnymi
protokolmi, ktoré mézu byt v priebehu
follow-up obdobia prispdsobené aktu-
alnemu stavu pacienta.

Prikladom st basket Stadie, ktoré
hodnotia G¢innost $pecifickych géno-
vych mutacii bez ohladu na lokalizaciu
a typ nadoru. V tychto $tudiach sa vy-
uziva rovnaka experimentalna liecba
zamerana na konkrétnu mutaciu/va-
riant, ¢o umoznuje hodnotit G¢innost
vybranej terapie priréznych ochoreniach
alebo podtypoch ochoreni. Konkrétne,
multicentricka klinicka Studia Basket of
Baskets (BoB) hodnotila G¢innost ciele-
nych agensov v populéciach s pokroci-
lymi §tadiami solidnych nadorov selekto-
vanych na zaklade molekularneho profilu
primarneho nadoru a cirkulujicej DNA
metodami panelového/WGS/RNA sek-
venovania (5). S podobnym zameranim
prebiehala prospektivna Stadia WIDE
v Holandsku, ktora hodnotila realizova-
telnost, validitu a pridant hodnotu WGS
v diagnostickom testovani na zaklade
analyzy vzoriek biopsii metastatickych
karcinémov v kohorte 1 200 pacientov
(6, 7). Doba obratu molekularneho profi-
lovania pomocou WGS testu bola v tejto
§tudii porovnatelna s aktualnou mole-
kularnou diagnostikou, ¢o znameng, zZe
¢akacia doba pre lekarov a pacientov ne-
bola prediZzena. Stadia preukazala 99,2 %
zhodu s vysledkami §tandardnych ge-
netickych vySetreni a priniesla pridant
hodnotu, nakol'ko na zaklade identifika-
cie terapeuticky cielitenych genetickych
zmien bolo mozné az 71 % pacientom po-
nuknut aspon jednu lie¢ebnt modalitu.

Vysledky Studie WIDE potvrdili,
ze WGS moéze vyrazne redukovat po-
¢et diagnostickych chyb. Pouzitie WGS
viedlo k zmene diagnoézy u 14 % analy-
zovanych nadorov, ¢o nsledne umoznilo
zmenu lieCebného manazmentu pacien-
tov. Navyse, tato metdda identifikovala
nové terapeutické ciele u pacientov so
sarkomom, ¢o prispelo k ich zaradeniu do
§tudie s experimentalnou lieCbou. Na za-
klade vysledkov tejto $tudie sa holandsky

onkologicky instittt stal v januari 2021
prvou nemocnicou v Holandsku, kto-
r4 implementovala WGS do pravidelnej
diagnostiky pre $pecifické indikacie.

Celogendomové

sekvenovanie v onkologickej

diagnostike: Prinos

a potencial identifikacie

novych diagnostickych

a terapeutickych markerov pre

rutinnd diagnostiku

Zo §tudii zameranych na hodno-
tenie klinického vyznamu WGS vyply-
va, Ze gendémové abericie lokalizova-
né v nekoédujacich oblastiach genému
mozZu predstavovat dolezité diagnos-
tické a prognostické ukazovatele on-
kologickych ochoreni. Interpretacia
komplexnych $trukturalnych varian-
tov v nekodujtcich oblastiach genomu
predstavuje zatial netiplne prekonant
vyzvu v interpretacii WGS dat. V tom-
to kontexte sa odporaca kombinovat
WGS a transkriptémové sekvenova-
nie (Whole Transcriptome Sequencing,
WTS). Finalne, pristup na baze WGTS
(Whole — Genome and Transcriptome
Sequencing) umoznuje detegovat Struk-
turalne varianty a zaroven hodnotit
ich funkény vyznam na Grovni génovej
expresie. Prikladom uspesSnej klinickej
aplikacie WGTS je nalez identifikovany
vramci komplexnej prestavby chromozo6-
mov (chromoplexie), ktora viedla k nad-
mernej expresii onkogénu MYB pros-
trednictvom preskupenia enhancera (en-
hancer hijacking) génu NFIB do blizkosti
tohto onkogénu vo vzorke adenoidného
cystického karcinému, ktory inicialne
nevykazoval klinicky vyznamné kédujice
varianty (8). Konvencné diagnostickeé tes-
ty poukazuj na fzne varianty MYB asi
u 30 % pripadov adenoidného cystického
karcinému. Integracia idajov o génovej
expresii bola kliCova pre anotaciu a re-
portovanie tohto nekédujaceho Struk-
turdlneho variantu ako diagnostického
markera v tejto skupine onkologickych
ochoreni. V tejistej Studii prispelo vyuZi-
tie pristupu WGTS k identifikacii taktiez
nekddujicich $trukturalnych variantov
v oblasti TP53 (17p13.1) u pacientov s os-
teosarkomom, ktoré korelovali so stratou
expresie génu TP53, ¢o poukazalo naich
funk¢nd relevantnost. Nalez Standardnej

alely TP53 predstavuje inklazne krité-
rium pre klinické $tadie zamerané na
lie¢iva modulujuce p53 signalnu drahu.
Bez zaradenia WGTS do diagnostické-
ho algoritmu by mohlo déjst k chybne;j
interpretacii muta¢ného profilu TP53
a nespravnej indikacii terapie.

Priekopnikom v implementacii
WGTS do diagnostiky hematologickych
a solidnych malignit sa stala pediatricka
onkologicka komunita americkej St. Jude
Children's Research Hospital (9). V pi-
lotnom systematickom hodnoteni toh-
to pristupu dosiahla kombinacia metdd
WGS a WTS 98 % tcinnost pri detekcii
patogénnych, diagnostickych variantov
v porovnani s pristupom kombinujiicom
WES a WTS, ktory preukazal citlivost na
arovni 78 % (10).

V §tudii zahrnajacej 210 vzoriek
detskej B-bunkovej akatnejlymfoblastovej
leukémie (B-ALL) metéda WGS spolahlivo
detegovala vSetky klinicky vyznamné cy-
togenetické markery B-ALL a jej vysledky
plne korelovali s vysledkami Standard-
nych diagnostickych metod a s vysled-
kami WTS (11). NavySe umoznila identi-
fikovat zatial neopisané, cytogeneticky
kryptické abnormality, vratane novych
faznych génov a dalSich prestavieb, ktoré
mozu slazit ako zaklad pre subklasifikaciu
dalsich pacientov v ramci B-ALL (obrazok
1). Vdaka podrobnej charakterizacii geno-
mickych zmien metédou WGS sa v tejto
praci podarilo identifikovat 294 subtyp-
-definujtcich genetickych abnormalit cel-
kom u 96 % (202/210) pripadov s B-ALL.
Vysledky komparativnej gendmovej Stadie
u pacientov s glioblastémom preukazali
vy$Siu tcinnost WGS/RNA-seq v porov-
nani s cielenymi panelmi. Na rozdiel od
panelového sekvenovania identifikovalo
WGS o 39,5 % viac genetickych variantov,
avSak iba 10 % z identifikovanych poten-
cidlne klinicky vyznamnych variantov
ovplyvnilo liecebny manaZzment (12).

V oblasti systematickejimplemen-
tacie algoritmu WGTS do diagnostiky
onkologickych ochoreni u deti je vy-
znamna Svédska iniciativa, ktora zahrnu-
la do prospektivnej §tudie na baze WGTS
vSetky deti s primarnym alebo relabuji-
cim solidnym nadorom (13). Algoritmus
genomického profilovania v ramci tej-
to Studie je zobrazeny na obrazku 2.
Pilotné vysledky ziskané analyzou 118
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nadorovych gendémov poukazuji na
prinos globalneho profilovania na baze
WGTS pri dalSej subklasifikacii pacientov
(50 % pripadov), ako aj pri identifika-
cii potencialnych terapeutickych cielov
(26 % pripadov) u detskych onkologic-
kych pacientov.

Prinos celogendmového

profilovania pri lieGebnej

stratifikacii a optimalizacii

cielenej terapie onkologickych

pacientov

Geneticka heterogenita nadorov
vyznamne ovplyviiuje efektivitu lie¢-
by cielenej na vybrané driver mutacie.
Rézne faktory, ako individualne Specific-
ké charakteristiky genému a epigenému,
endogénne (napr. mechanizmy opravy
DNA) a environmentalne faktory spolo¢-
ne podmienuja tspesnost tychto terapii.
Individualne $pecifické muta¢né profily
st zodpovedné za variabilitu liecebne;j
odpovede a podmieniujl rezistenciu na
terapiu aj v ramci geneticky a moleku-
larne definovanych prognostickych pod-
skupin. Prikladom je nalez TP53 mutacii
v kombinacii s prestavbou EML4::ALK
u pacientov s nemalobunkovym karci-
némom plic (NSCLC) (14). Nestabilita
gendému vplyvom TP53 mutacii podmie-
niuje nedostato¢nt lie¢ebnt odpoved na
tyrozinkindzové inhibitory (ALK-TKIs)
a ma negativny vplyv na celkové prezi-

Obrdazok 1. Genetické podtypy definované na zéklade globélneho profilovania B-ALL metédou WGS
v stibore 173 detskych pacientov bez rekurentného cytogenetického markera v ¢ase diagndzy na
zéklade $tandardnej cytogenetickej diagnostiky. Prevzaté a upravené podla (11). Aspofi 1 geneticky
marker bol identifikovany u 165 pacientov, ¢o predstavuje 95 % (165/173) pripadov. V rédmci tejto
skupiny boli u 12 % (19/165) pripadov identifikované zname B-ALL $pecifické genetické abnormality,
pricom u dal$ich 146 pacientov boli urcené nové genetické zmeny. Pacientov bez cytogenetického
markera B-ALL v ¢ase diagndzy bolo mozné na zdklade vysledkov genomického profilovania klasifi-
kovat do 6 $pecifickych subtypov a zaroven bolo definovanych 15 novych subtypov B-ALL. Ani jednu
zmenu na Urovni gendmu nevykazovalo na zdklade genomického profilovania 8 pacientov, ¢o pred-
stavuje 5 % (8/165) z celkového poctu pripadov.
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Viysvetlivky: r - prestavba, alt - zmeny, other - pripady bez B-ALL $pecifickej genetickej abnormality (n = 8)

Obrazok 2. Algoritmus komplexného WGTS profilovania detskych onkologickych ochoreni v ramci Svédskej Stddie, prevzaté a upravené podla (13). (A)
Subezne s diagnostickou biopsiou/resekciou nadoru sa odoberd vzorka ¢erstvého nddorového tkaniva a vzorka periférnej krvi. (B) DNA je extrahovand
z nddorového tkaniva a leukocytov periférnej krvi, RNA je extrahovana len zo samotného nddorového tkaniva. Pacienti sd zaradeni do $tidie po udelenf
informovaného sthlasu a overenf Zivotaschopnosti nadorovych buniek (minimalny limit 40 %). Nadorové DNA je podrobend WGS, analyze metyldcie DNA
(iba nadory CNS) a RNA-Seq (v pripadoch s dostupnym materidlom). (C) Udaje z WGS st podrobené bioinformatickym analyzam, pricom su vyvolané
somatické varianty, germinalne varianty a klinicky vyznamné varianty v rdmci panelu génov asociovanych s onkologickymi ochoreniami u deti typu SNV
a malych inzercif a/alebo delécii. Paralelne su identifikované varianty typu SV a CNV, a na zaklade RNA-Seq sa stanovujd fuzne gény. Pre kazdy nador
su genetické nalezy posudzované v kontexte predbeznej histopatologickej diagndzy a klinického stavu pacienta v rdmci molekuldrnej nddorovej komi-
sie. Nasledne je vydand zdvereénd sprava integrujuca histopatologické nalezy a molekuldrne profily. Germindlna DNA je paralelne testovand na zndme
varianty predisponujlce k nddorom u deti a na genetické varianty, ktoré by mohli ovplyvnit liecbu. Nespracované daje zo sekvenacénych a metylaénych
profilov sa ukladaju do ndrodného ddtového centra $§védskej biobanky detskych nadorov.
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Vysvetlivky: DNA/RNA - deoxy/ribonukleova kyselina, CNS - centrdlna nervova sustava,
SNV - jednonukleotidovy variant, SV - Strukturadlny variant, CNV - variant v pocte kopif
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vanie pacientov v porovnani so skupinou
s EML4::ALK pozitivhym (EML4::ALK")
nadorom bez TP53 mutécie. Nasledujiice
stadie vyuzitim WGS poukazali na dal-
Sie §trukturalne varianty (translokacie)
a varianty v pocte kopii TP53 vo vzor-
kach EML4:ALK* NSCLC. Tieto poznatky
poukazali na novi vyzvu pri indikacii
ALK-TKIs a zdoraznili potrebu dal$ej mo-
lekularnej stratifikacie v tejto skupine
onkologickych pacientov.

Poznanie a pochopenie mecha-
nizmov vzajomne;j interakcie genetic-
kych/epigenetickych zmien v nadoro-
vom klone je klt¢ovym faktorom pre
vyber vhodnej terapeutickej stratégie
a dosiahnutie Zelanych lie¢ebnych vy-
sledkov. Vzhladom na potencial WGS
usmernovat cielené terapie a klinické
rozhodovanie moZeme, za predpokladu
zachovania trendu zniZovania nakladov
na komplexné genomické profilovanie,
oc¢akavat postupny prechod WGS z trov-
ne vyskumu do klinickej praxe. Pred kli-
nickou implementaciou WGS v§ak bude
potrebné okrem ekonomickych otazok
prekonat viaceré dalSie vyzvy. Najma
bude potrebné zjednodusit laboratérne
a analytické pracovné postupy tak, aby
bolo mozné spracovat obrovské mnoz-
stvo dat v klinicky relevantnom case.
Zaroven bude nutné nastavit citlivost
WGS a zabezpecit spravnu interpreta-
ciu genetickych nalezov v stlade s ich
klinickym vyznamom (15).

Analytické poziadavky

spojené so zaclenenim

celogenomového

sekvenovania do preciznej

onkologickej diagnostiky

Hoci poZiadavky na vstupny ge-
neticky material (DNA) pri testovani
jednotlivych génov st v rozmedzi nano-
gramov (ng), multimodalny pristup mo-
lekularneho testovania moze s rastiicim
poctom vySetrovanych markerov rychlo
vycCerpat dostupny geneticky material.
Naopak, WGS vyZaduje jednorazovo
50 ng aZz 1 pug vstupnej DNA a umoZiiu-
je analyzovat vSetky typy genetickych
variantov v jednom teste. NavySe, v pri-
pade potreby je mozné vykonat neobme-
dzeny pocet reanalyz genetickych dat.
Na dosiahnutie spolahlivych vysledkov
je v8ak potrebné naplnit prisne pozia-

davky na kvalitu vstupného genetického
materialu, vratane koncentracie, Cistoty
a integrity DNA (16). KedZe v priebehu
formalinovej fixacie a konzervovania
nadorovych tkaniv do parafinu (FFPE)
dochadza k fragmentacii a chemickej
modifikacii DNA, pre potreby WGS sa
odportca pouzivat Cerstvé alebo zamra-
zené nadorové tkanivo. Pri diagnostike
hematologickych malignit je vstupnym
biologickym materialom kostna dren
alebo periférna krv ziskana v ¢ase diag-
nozy.

Hoci ludsky genom obsahuje nie-
kol'ko mili6bnov variantov, podiel ziska-
nych, nadorovo $pecifickych somatic-
kych variantov sa v zavislosti od typu
nadoru pohybuje na Girovni tisicov po
statisice. KI'iCovym aspektom WGS je
v tejto stvislosti parova analyza vzoriek
nadorového a morfologicky normalneho
(nenadorového) tkaniva, ¢o umozruje
optimalne rozlisit ziskané (somatické)
nadorové varianty od germinalnych va-
riantov. Kym somatické varianty st Spe-
cifické pre nadorové bunky, germinalne
varianty st pritomné v zarodoc¢nej linii,
a teda v kazdej bunke organizmu. Tieto
varianty sa zaroven mozu predavat po-
tomstvu (dedit sa). Germinalne varianty
vybranych génov, ktoré predisponu-
ja k vzniku nadorov (hematologickych
aj solidnych), tvoria osobitna skupinu
familidarne viazanych nadorovych syn-
drémov, ktoré vSak nie sii predmetom
nasho sthrnu.

Pri diagnostike solidnych nadorov
je vzorka germinalnej DNA ziskana z pe-
riférnej krvi, zatial ¢o vyber optimalne-
ho tkaniva v pripade hematologickych
malignit zostava predmetom diskusii.
Dovodom st rizika kontaminacie leu-
kocytmi periférnej krvi, ktoré mozu byt
pritomné v kandidatnych tkanivach, vra-
tane slin alebo koze. Preto sa pri identi-
fikacii germinalnych variantov v pripa-
de hematologickych malignit odportca
uprednostnit pri parovej analyze ako
zdroj germinalnej DNA kultivované kozné
fibroblasty pred bukalnym sterom, pri-
padne zvolit alternativne zdroje (nech-
ty, vlasy). DalSou moznostou je izolacia
DNA zo sortovanych T lymfocytov (pri
akttnej myeloblastovej leukémii, AML)
alebo z periférnej krvi pacienta v obdobi
remisie akatnej leukémie (u ALL) (16, 17).

Velmi délezitym faktorom pri
identifikacii genetickych variantov je
hibka ¢itania (read depht) sekvenova-
nej oblasti a podiel nadorovych buniek
v diagnostickej vzorke. Podla odportac¢ani
Medzinarodného konzorcia pre geném
rakoviny (International Cancer Genome
Consortium, ICGC) by mala byt diag-
nosticka vzorka nadoru sekvenovana
v priemere 90 aZ 100x a vzorka zdravého
tkaniva > 30x (16). V stanoveni minimal-
neho podielu nadorovych buniek v ana-
lyzovanych vzorkach sa rozsiahle ge-
noémove Stadie vyznamne odliSujia. Kym
ICGC pévodne stanovil limit na Grovni
60 % nadorovych buniek (histolégia),
projekt Genomics of England zamerany
na zriedkavé ochorenia a nadory tento
limit znizil na 40 %. V §ttdiach zamera-
nych na metastazujice tumory alebo na
leukémie a lymfémy sa tento parameter
pohyboval na Grovni 20 % (16). Je pritom
délezité poznamenat, Ze podiel nadoro-
vych buniek v histologickom preparate
nekoreluje vZdy s hodnotami ur¢enymi
na genomickej arovni. Vo v§eobecnosti
plati, Ze sekvenovanie vzoriek s nizkym
podielom nadorovych buniek vyzaduje
vy&siu hibku pokrytia na dosiahnutie po-
zadovanej citlivosti a Specifity detekcie,
¢o vsak zvysSuje naklady za testovanie.
Sekvenovanie exénov prostrednictvom
WES dosahuje zvycajne strednt prie-
mernt hibku pokrytia (coverage depth)
pre cielené koédujice sekvencie (100 az
500x), priCom v tomto smere pontka lep-
Sie parametre v porovnani s WGS (75 -
100). AvSak je potrebné zvazit, Ze celkové
pokrytie cielenych oblasti nebyva rovno-
merné, na rozdiel od WGS. Pri diagnos-
tickej rozvahe medzi WES/WGS je preto
dolezité dokladne zhodnotit poziadavky
na oblasti zaujmu, typ variantov a hibku
¢itania (read depth) kandidatnych oblas-
ti, nakolko rovhomerné pokrytie celej
sekvenovanej oblasti moZe pri splneni
podmienenej citlivosti detekcie vyznam-
ne kompenzovat obmedzenia spojené
s niz$ou priemernou hibkou pokrytia
a poskytovat relevantné data na naslednt
bioinformaticka analyzu.

Data ziskané z WGS kladt vysoké
naroky aj na vypoctovu infrastruktaru,
skladovacie kapacity a kvalifikaciu per-
sonalu. Vybudovana datova infrastrukta-
ra musi zabezpecit efektivne spracovanie
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a analyzu dat v primeranom ¢asovom
ramci, bezpe¢né dlhodobé uchovavanie
dat a centralizaciu vysledkov, ¢o ulahcuje
kontrolu kvality a anotaciu variantov.
Rovnako je potrebné zabezpecit fle-
xibilny, ale kontrolovany pristup k da-
tam s dorazom na ich bezpecnost (18).
Rozsiahle projekty sekvenovania lud-
skych genémov v okolitych krajinach,
ako je Spojené kralovstvo, Esténsko ale-
bo Svédsko, tato potrebu vyriesili vy-
budovanim narodnych $pecializovanych
centier, ktoré poskytuja cloudovtt infras-
truktaru na centralizaciu spracovania
a interpretacie genetickych dat. Tieto
iniciativy znizuju naklady spojené s vy-
vojom IT infrastruktiry v jednotlivych
nemocni¢nych zariadeniach. V krajinach
s menej rozvinutou digitalizaciou zdra-
votnickych Gdajov by vyuZivanie cloud
computingu mohlo vyrazne zefektivnit
vypoctovy vykon a kapacity na ukladanie
udajov a zaroven poskytnuat bioinforma-
tické expertizy prostrednictvom pre-
kompilovanych kanalov (19). Bezpec¢nost
medicinskych tdajov a ochrana stkromia
pacientov st v diagnostickom procese
nevyhnutné aj z eticko-pravneho hla-
diska. Bez ohladu na zvolent vypoctovia
platformu je nevyhnutné klast vysoky
doraz na bezpecnost tdajov, predovset-
kym zamedzit kombinované uchovava-
nie biologickych dat s inymi klinickymi
udajmi.

Zaver

Precizna medicina si vyZaduje
nielen vysokou¢inné a dobre tolerované
terapie, ale spolieha sa aj na presnu la-
boratérnu diagnostiku. Implementacia
WGS do klinickej praxe predstavuje
vyznamny krok vpred pre onkologicka
diagnostiku a liecbu. Hoci existuji vyzvy,

ako napriklad naklady, zloZitost analy-
zy dat a etické otazky, potencil tejto
technoldgie pre zlepSenie prognozy pa-
cientov a ich lieCebnych vysledkov je ob-
rovsky. Budicnost onkologickej starost-
livosti bude pravdepodobne Coraz viac
zavisla od vyuZivania multi-omickych
technologii, ktoré umoznia simultan-
ne zachytit vSetky relevantné genetické
zmeny a prisposobit lie¢bu individual-
nej genetickej vybave kazdého pacienta.
Klicom k Gspechu bude dalsi vyskum,
zjednoduSenie laboratornych a ana-
lytickych metdd a zlepSenie etického
ramca pre vyuzivanie tychto pokrocilych
diagnostickych nastrojov v kazdodennej
klinickej praxi.
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