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Stadie zamerané na inovacie diagnostickych pristupov v oblasti personalizovaného manazmentu onkologic-
kych ochoreni poukazuju na potrebu kontinudlneho progresu analyzy malo prestudovanych genomickych varia-
cii, akou je prave variabilita kratkych tandemovych repeticii (STR)/mikrosatelitov, oznacovana ako mikrosatelito-
vainstabilita (MSI). Do popredia sa dostavaju alternativne skriningové postupy vyuzivajlce analyzu cirkulujtcich
nukleovych kyselin (cfDNA/ctDNA). Doraz sa kladie na vyuzitie potencialu high-throughput technolégii, akou je
masivne paralelné sekvenovanie (MPS). Ukazuje sa, Ze komplexna genomicka analyza mikrosatelitov méze
zefektivnit proces stratifikacie pacientov s MSI asociovanymi nadormi. V predkladanej praci diskutujeme o sp6-
soboch analyzy MSI pomocou inovativnych a menej invazivhych metéd zalozenych na tekutej biopsii, ako aj o ich
benefitoch a limitaciach. Poukazujeme na sicasny stav diagnostiky MSI v onkologickej praxi so zretelom na pre-
sun zo sféry konvenénych stratégii k reaktivnym personalizovanym pristupom a cielenej prevencii.
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Instability of short tandem repeats in oncology: the potential of liquid biopsy

Studies focused on innovations in diagnostic approaches in the personalized management of oncological
diseases point to the need for continuous progress in the analysis of little-studied genomic variations, such
as variability within short tandem repeats (STR)/microsatellites, referred to as microsatellite instability (MSI).
Alternative screening procedures using the analysis of circulating nucleic acids (cfDNA/ctDNA) are coming
to the fore. Emphasis is placed on utilizing the potential of high-throughput technologies such as massively
parallel sequencing (MPS). It is shown that a comprehensive genomic analysis of microsatellites can streamline
the process of stratification of patients with MSl-associated tumours. In the presented work, we discuss the
methods of MSI analysis using innovative and less invasive methods based on liquid biopsy and their benefits
and limitations. We point out the current status of MSI diagnostics in oncology practice regarding the shift from
the sphere of conventional strategies to reactive personalized approaches and targeted prevention.
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Uvod

Kratke tandemové repeticie (STR — z angl. short tandem
repeats)/mikrosatelity patria medzi najrychlejsie mutujtce
oblasti v ludskom genéme a su zdrojom genetickej varia-
cie, ktora bola historicky dlhodobo podcernovana. Dnes je uz
vSeobecne zname, ze sa spdjaju s mnozstvom dobre opisa-
nych fenotypov a patologickych stavov(?. Somaticka STR
variabilita nazyvana aj mikrosatelitova instabilita (MSI), je
charakteristickym znakom niektorych onkologickych ocho-
reni. Je definovana ako zmena v dizke STR motivov (typicky

tvorenych 2 — 6 nukleotidovymi opakovaniami zoradenymi
niekolkokrat za sebou)®. STR lokusy zvyknu akumulovat in-
dely (inzercie a delécie nukleotidov v mensom rozsahu) via-
cerych bazovych parov v dosledku zlyhania opravného mis-
match repair (MMR) mechanizmu®. MSI sa vyskytuje zhruba
v 10 = 15 % kolorektalnych, gastrickych a endometridlnych
karcindmov a menej ¢asto v inych solidnych nadoroch. Ten-
to fenotyp replikacnej chyby je povazovany za pozndavacie
znamenie dedi¢ného predispozi¢ného nadorového ochore-
nia, Lynchovho syndrému (LS)®. Nadory su klasifikované na
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zohladnuje iba zachytend populaciu buniek

Obrazok 1. Tkanivova biopsia analyzuje diskrétnu Gast nddoru a nemusi zachytit komplexnt mieru intratumorovej heterogenity (iba
modré bunky). Je zndme, Ze DNA z celého néddoru je konstantne uvolriovand do krvného obehu. Tekuta biopsia tak dokdZe zachytit
CtDNA z celej populdcie nddorovych buniek (Cervené, modré a zelené bunky). S vyuZitim pristupov na platforme MPS v kombinécii s te-
kutou biopsiou je tak moZné v jednom skriningovom teste analyzovat instabilitu v sirSom spektre STR lokusov (v desiatkach aZ tisickach
STR motivov naprie¢ genémom). Takéto diagnostické stratégie poskytuju najreprezentativnejsiu metédu pre personalizovany, predik-
tivny a cieleny skrining MSI, ktory méZe predstavovat lahko implementovatelny doplnok inych diagnostickych testov vychddzajicich
z podstaty analyzy ctDNA/cfDNA a celogenémového MPS (vytvorené pomocou BioRender.com).

zdaklade proporcie nestabilnych STR motivov do troch tried:
MSI-H tumory a MSI-L tumory (podla podielu instabilnych
motivov) a mikrosatelitovo stabilné tumory (MSS) bez dete-
govatelnej instability v analyzovanych STR motivoch. V su-
Casnosti sa objavuje konsenzus postacujucej bindrnej kla-
sifikacie: MSI a MSS®), vzhladom na podobnost klinickych
aspektov medzi MSI-L a MSS malignitami®). Pacienti s na-
dormi s preukazanou MSI maju v porovnani s MSS lepSiu
prognézu v skorych stadidch ochorenia a znizeny benefit
z adjuvantnej chemoterapie na baze 5-fluorouracilu v II. a lll.
stadiu®. Naopak, MSI predstavuje jeden z hlavnych predik-
torov odpovede pacienta na inovativne protinadorové terapie
prostrednictvom inhibicie imunitnych kontrolnych bodov®.

Metddy detekcie MSI na baze tekutej biopsie
Konvencné metddy detekcie pritomnosti MSI ako imu-
nohistochémia (IHC) a MSI-PCR su stéle najrozsirenejsimi
diagnostickymi a skriningovymi postupmi. Informacny po-
tencial reflektujuci variabilitu v STR motivoch je vSak v tom-
to pripade limitovany dostupnostou nadorového aj referenc-
ného kontrolného tkaniva. Ich aplikacia je preto mozna iba
v pripade uz diagnostikovanych a chirurgicky dostupnych
nadorov. Konvencné a rutinne pouzivané invazivhe metédy
su tak Coraz CastejSie suplované o menej invazivne techni-
ky s moznostou vyuzitia vysoko citlivého sekvenovania frag-
mentov cell-free DNA/cirkulujtcej tumorovej DNA (cfDNA/
ctDNA), extrahovanych z periférnej krvi. Ich benefit spoci-
va prave v detekcii MSI bez potreby predoslej znalosti o pri-
tomnosti, lokalizacii a chirurgickej dostupnosti tumoru. Spo-
loénym menovatelom Standardnych diagnostickych testov

vySetrujucich MSI v onkoldgii je invazivnost, nemoznost
opakovaného monitorovania, nedostupnost alebo obtaz-
nost bioptického vysetrenia pri niektorych formach tumorov
s neadekvatnym nadorovym tkanivom alebo tazko dostup-
nou lokalizaciou®' a v neposlednom rade neschopnost re-
flektovania intratumorovej heterogenity (obrazok 1). Medzi
technické obmedzenia m6zeme zaradit aj moznost falo$ne
pozitivnych, repsektive faloSne negativnych vysledkov IHC
analyz, ktoré vznikaju pri polymorfizmoch v STR lokusoch(2,

Z uvedenych dévodov sa Coraz vacsi pocet laboratérii sna-
Zi zaradit analyzu ctDNA do programov rutinného MSI skri-
ningu4, ctDNA obsahuje genomické alteracie, ktoré umoz-
nuju prekonanie intratumorovej heterogenity a zachytenie
MSI statusu na Urovni celého nadoru>'. Bolo pozorované,
ze disperzia poctu nestabilnych STR lokusov nepriamo ko-
reluje s hustotou mutacii nadmerne zastupenych v aktivne
transkribovanych oblastiach. Relativha deplécia MSI v sta-
bilnych polohach nukleozémov tiez hovori, ze konfiguracia
chromatinu je hlavnym determinantom jej distribtcie(”. Vy-
soka koncentrdcia variability STR lokusov bola pozorova-
na aj v regulacnych génovych oblastiach, ako su prométory
a enhancery, v aktivne transkribovanych oblastiach (euchro-
matin) a v rdmci intergénovych, intronickych a 3’ neprekla-
danych oblastiach (3’ UTR), na rozdiel od neaktivneho kon-
stitutivneho heterochromatinu(®. Komplexna analyza MSI
na urovni celého gendmu ma zaroven potencial transformo-
vat biomedicinsky dosah STR variability nad ramec beznych
vySetreni, s vyraznou pridanou hodnotou pre onkologického
pacienta. V prospech posunu diagnostiky MSI z oblasti reak-
tivnych pristupov k proaktivnemu skriningu na baze celoge-
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némového sekvenovania cirkulujucich cfDNA/ctDNA hovoria
Studie preukazujuce vysokd mieru zhody v porovnani s kon-
venénou tkanivovou biopsiou(%29),

Potencial vyuzitia v manazmente pacientovi?'??, ako aj
testovanie MSI prostrednictvom ctDNA alebo cfDNA je sta-
le v tadiu vyvoja. Pred ich implementaciou je potrebné vy-
riesit viaceré vyzvy. Milnikom, ktory stoji v aktivnejSom intro-
dukovani novych pristupov priamo k pacientovi je absencia
Standardizovanych procedur, protokolov a postupov ohla-
dom odberu, pripravy, spracovania, uskladnenia a validacie
vzoriek v dostupnych studiach. Tieto metodologické aspek-
ty dokazu signifikantne ovplyvnit nésledné analyzy cfDNA/
ctDNA a mozu viest k biasom pri porovnavani postupov na-
prie¢ stidiami®?%, Napriek tomu, Ze tekuta biopsia moze byt
diagnosticky spolahlivou alternativou s preukazatelne vyso-
kou senzitivitou a $pecificitou29, boli opisané aj niektoré jej
limitacie®®. Problémom s najma nadory s nizkou koncen-
traciou cirkulujucich tumorovych buniek a tiez tumory, kto-
ré uvolfuju nizke koncentracie fragmentov ctDNA do krvné-
ho obehu®@®.

Medzi dostupné testy vyuzivajlice cfDNA patri napriklad
OncoLBx, vytvoreny ako kombindcia jednomolekulového sek-
venovania (SMSEQ) a panela, ktory pozostava zo 75 génov
a 5 homopolymérnych markerov. Valida¢né testy preukazali,
Ze OncolLBx dokaze detegovat variantné alely s frekvenciou
> 0,1 % pre SNV a indely, = 0,5 % pre fuzie, = 4,5 % pre CNV
a =2 % pre MSI, pricom vykazuje Specifickost = 99,99 % pre
vSetky typy variantov®. Willis et al. demonstrovali robust-
nost svojho pristupu pre detekciu MSI pomocou FDA schva-
leného testu Guardant360® CDx (Guardant Health, Redwood
City, CA, USA). Preukazal vysokau citlivost v porovnani s meto-
dami zaloZenymi na tkanivovej biopsii®. Sfubnym sa zda aj
pristup pre paralelnu a neinvazivnu detekciu MSI a nadorovej
mutacnej zataze/naloze, ktory je vysoko efektivny v predik-
cii protinadorovej odpovede na imunoterapiu. Vo validacnych
analyzach dosiahol 100 % senzitivitu a Specificitu na paro-
vych vzorkach nadorového a zdravého tkaniva®®. Rovnaké
hodnoty zaznamenal aj FoundationOne® Liquid CDx (Foun-
dation Medicine, Cambridge, MA, USA)®@.

Vzhl'adom na vysoku mieru fragmentacie a nizku frak-
ciu ctDNA v krvi (0,01 % v skorych stadiach rakoviny) spo-
lu s technickymi artefaktmi generovanymi pocas laborator-
neho spracovania, su potrebné robustné, validované a velmi
citlivé hodnotiace algoritmy a bioinformatické nastroje 629,
S vyuzitim panela ColonCore a bioinformatického néstro-
ja bMSISEA (blood MSI signature enrichment analysis) bola
preukazana testovacia senzitivita 94,1 % a Specificita 100 %
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s minimalnou frakciou ctDNA 0,4 %. Dany algoritmus je
schopny uzivatelovi poskytnut vystup v podobe binarnej kla-
sifikacie vzoriek na MSI, respektive MSS®%. Nastroj MSlsen-
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ny spolahlivej detekcie MSI. Skoré a v€asné zachytenie MSI
pomocou analyzy tekutej biopsie ma tak Siroké klinické vyu-
Zitie pocas celozivotného sledovania nielen pacientov s ko-
lorektalnym karcinomom. M6Ze umoznit: (i) efektivnejsi ma-
nazment pacientov s LS aich asymptomatickych pribuznych,
ktori maju zvySené celozivotné riziko vzniku asociovanych
malignit; (i) lepSiu progndzu z hladiska indikacie liecby pre
pacientov s vysokou mierou instabilnych STR lokusov; (iii)
vynechanie fluorouracilovej, karboplatinovej, a cisplatinovej
adjuvantnej chemoterapie u pacientov s diagnostikovanou
MSI, a to z dévodu preukdazatelne nizkej odpovede tumoru
na dané formy terapie®; a (iv) predikciu Gcinnosti inovativ-
nych lieCebnych pristupov na baze imunoterapie, s cieflom
identifikovat takych jedincov, pre ktorych méze byt takyto typ
personalizovanej lieCby prospesny(9.

Zhrnutie

Analyza MSI pomocou tekutej biopsie a stratégie vycha-
dzajucich z MPS predstavuje na zaklade dostupnych stadii
slubny pristup nielen v skorej detekcii, prediktivnej diagnos-
tike a cielenej prevencii, ale taktiez v manazmente protina-
dorovej terapie a ndsledného monitorovania odpovede. Ta-
kyto skrining ponidka moznosti pacientom so zvySenym
rizikom vzniku ochorenia suvisiaceho s MSI aj bez rodinne;j
anamnézy alebo pacientom, ktorych nadorové tkanivo je ne-
dostupné, pripadne moze byt jeho ziskanie kontraindikova-
né. Vdaka prekonavaniu réznych technologickych a bioinfor-
matickych limitacii vychadzajlcich z podstaty repetitivnych
STR motivov a cfDNA/ctDNA su pristupy detekcie MSI ¢oraz
blizSie k ich plnohodnotnej implementacii do rutinnej klinic-
kej diagnostiky.
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