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PRIMJENA NOVIH GENOMSKIH METODA U PEDIJATRIJSKOJ ONKOLOGIJI

IRENA DRMIC HOFMAN'?2

Tijekom posljednjih deset godina, zahvaljujuci brojnim poboljsanjima tehnika, tehnologija i procesa razvijenih unutar Projekta
ljudskog genoma, omogucen je brzi razvoj genomike, odnosno cijelog novog podrucja tzv. genomske medicine. Napredak u razvoju
tehnologija sekvenciranja nove generacije (engl. next-generation sequencing, NGS) za cjelogenomsko (engl. whole genome sequ-
encing, WGS) i cjeloegzomsko (engl. whole exome sequencing, WES) sekvenciranje doveo je do vrlo znacajnih promjena u ovom
podrucju te omogucio bolje razumijevanje bioloskih osnova bolesti i unaprijedio mogucnosti lijecenja, posebice malignih bolesti,
kako u odraslih tako i u djece. U ovom ¢lanku donosi se pregled recentnih spoznaja u primjeni genomike u pedijatrijskoj onkologiji,
prikaz najznacajnijih mutacija gena povezanih s najvaznijim tumorima djecje dobi (leukemije, solidni tumori i tumori mozga), te
razmatra perspektiva primjene genomskih metoda u lijecenju tumora djecje dobi.

Deskriptori: GENOMIKA, SEKVENCIRANJE NOVE GENERACIJE (NGS), TUMORI DJECJE DOBI

KONTEKST

Tijekom posljednjih deset godina,
zahvaljujuci brojnim pobolj$anjima teh-
nika, tehnologija i procesa razvijenih
unutar Projekta ljudskog genoma, omo-
gucen je brzi razvoj genomike, odnosno
cijelog novog podrucja, tzv. genomske
medicine. Razvoj tehnologija sekvenci-
ranja nove generacije (engl. next genera-
tion sequencing, NGS) unio je pravu re-
voluciju, omogucio bolje razumijevanje
biologije mnogih bolesti i unaprijedio
mogucnosti njihovog lijecenja, posebice
u podrucju onkologije i pedijatrijske on-
kologije (1).

Troskovi sekvenciranja DNA danas
su znatno smanjeni, a trenutno dostupne
tehnologije omogucavaju provedbu ra-
zli¢itih pristupa sekvenciranju (2). Ne-
koliko je pristupa, koji ukljucuju (a) cje-
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logenomsko sekvenciranje (engl. whole
genome sequencing, WGS), koje uklju-
¢uje analizu varijacija u pojedinaénom
(jednom) nukleotidu i razlika u broju
kopija u svim parovima baza DNA, (b)
cjeloegzomsko sekvenciranje (engl.
whole exome sequencing, WES) za ana-
lize mutacija i razlika u broju kopija
prepisanih eksona koji kodiraju protein,
mikro RNA, kao i ostalih vrsta RNA,
(c) sekvenciranje RNA (analize ekspre-
sije gena, promjene tijekom splicinga,
stvaranje fuzijskih transkripata), te (d)
detekcija epigenetickih promjena, koje
se temelje na kemijskim promjenama
poput metilacije DNA i kromatina (bez
promjene sekvence DNA), ali takoder
utjecu na ekspresiju gena. U idealnom
bi slucaju svi navedeni pristupi trebali
ukljuéeni u analiticki panel, koji bi tek
tada dao cjelovit prikaz individualnog
seta gena (3).

Ovakav cjelovit pristup analizi na
genetickoj 1 epigenetickoj razini, ima
velik potencijal za poboljsanje lijeCenja i
samog ishoda bolesti, kao i za smanjiva-
nje nezeljenih nuspojava u terapiji najce-
§¢ih pedijatrijskih tumora (veéini akut-
nih limfoblasticnih leukemija (ALL),
limfoma, solidnih tumora niskog i inter-
medijarnog rizika), a §to bi u konacnici

moglo dovesti i do poboljsanja ishoda li-
jecenja djece s tumorima visokog rizika
(metastatskih solidnih tumora, uznapre-
dovalih neuroblastoma, veéine tumora
mozga, akutne mijeloi¢ne leukemije i
pojave relapsa bolesti).

Zahvaljujuéi brojnim istrazivackim
skupinama i konzorcijima okupljenim u
kolaborativne projekte (primjerice TAR-
GET inicijativa i Pediatric Cancer Geno-
me Project), primjenom najnovijih meto-
da sekvenciranja genoma i egzoma, iden-
tificirane su brojne geneticke promjene
u najc¢es¢im pedijatrijskim tumorima, s
krajnjim ciljem primjene tih istrazivanja
u pronalazenju efikasnog lijeenja, koje
bi se temeljilo na potvrdenim molekular-
nim primjenama (4).

Nadalje, kao rezultat smanjivanja
troSkova sekvenciranja, NGS velikom
brzinom ulazi u rutinsku klinicku labo-
ratorijsku praksu, $to dodatno doprinosi
daljnjem gomilanju podataka o mutaci-
jama, posebice u malignim bolestima.
Kako se vec¢ina mutacija koje uzrokuju
bolesti nalazi u kodiraju¢im dijelovima
ljudskog genoma, tako je vecina do-
bivenih podataka generirana pomocu
WES-a, koje je jeftinije od cjelogenom-
skog sekvenciranja. Medutim, primjena
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WES-a je dijelom ogranicavajuca, bu-
duci se ovim pristupom ne mogu nuzno
dokazati fuzijski transkripti i ne moze se
dobiti informacija o ekspresiji gena koja
bi razjasnila aktivaciju razlicitih biolos-
kih putova, a posebice signalnih putova
u tumorima.

Treba dodatno napomenuti da su da-
nas razvijeni i dostupni brojni tumorski
paneli za NGS testiranja koji ve¢ imaju
rutinsku primjenu za dokazivanje naj-
¢eS¢e promjena u genskim i intronskim
sekvencama karakteristicnim za tumore
u odraslih, a nesto su rjede u primjeni za
analize pedijatrijskih tumora. Razlozi
tomu nalaze se u Cinjenici da dobiveni
rezultati sekvenciranja, uz poneke izu-
zetke, pokazuju da tumori djecje dobi sa-
drze znatno manje mutacija negoli tumo-
ri u odraslih, dok unutar pojedinih tipova
tumora veéina mutacija nije zajednicka
veéem broju bolesnika (5, 6).

U ovom c¢lanku, dat ¢emo prikaz
genskih mutacija povezanih s najées¢im
tumorima djecje dobi, kao $to su hema-
toloske maligne bolesti, solidni tumori
i tumori mozga te razmotriti znacenje
primjene genomskih metoda u pedijatrij-
skoj onkologiji.

Geneticki profili najcesc¢ih
pedijatrijskih tumora

Hematoloske maligne bolesti pred-
stavljaju priblizno 40% svih pedijatrij-
skih malignih bolesti. Zahvaljujuéi ra-
zvoju brojnih lijekova, ponajprije inhibi-
torima tirozin kinaza (TKI), koji djeluju
na ciljne molekularne defekte, ishodi lije-
¢enja vecine djecjih leukemija i limfoma
znatno su poboljSani. Translokacija BCR-
ABLI1 ima dijagnosti¢ko i prognosticko
znacenje, a molekularno dokazivanje ove
translokacije moze predvidjeti uspjesnost
lijeCenja s TKI u kroni¢noj mijeloi¢noj
leukemiji i u B-limfoblasti¢noj leukemi-
ji (7). Zanimljivo, 70% bolesnika s ALL
koji su pozitivni na BCR-ABLI imaju i
deleciju gena za limfoidni transkripcijski
faktor Ikaros, IKZF1, povezanu s nepo-
voljnim prognostickim ishodom (8). Stu-
dije genoma i ekspresije gena potvrdile su
povezanost mutacija u genima NOTCHI1
(koji kodira jedan od receptora iz skupi-
ne NOTCH) i FBXW?7 (F-box protein) s
T-stani¢nim tipom ALL (9).
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Solidni tumori djec¢je dobi relativ-
no su Cesti i obuhvaéaju neuroblastom,
Ewingov sarkom, rabdomiosarkom i
osteosarkom. Najcesce geneticke promje-
ne, kako u obiteljskim tako i sporadi¢nim
slucajevima neuroblastoma, jesu somat-
ske mutacije u genu za ALK kinazu, koje
predstavljaju metu za ciljnu terapiju in-
hibitorima ALK-a. Osim ALK mutacija
koje su potvrdene u 9,2% slucajeva, u oko
9% testiranih bolesnika s neuroblastomi-
ma su pronadene delecije u genu ATRX,
a mutacije u genu PTPNI1, koji kodira
protein tirozin fosfatazu, u svega 2,9%
bolesnika (10, 11). Iako je amplifikacija
onkogena MYCN ¢esta u neuroblastomi-
ma i potvrdena je u oko 25% slucajeva,
do sada nije pronadena uspjesna terapija
koja bi ciljno djelovala na ovu moleku-
larnu promjenu. No, nekoliko klini¢kih
pokusa koji su u tijeku, pokazali su ohra-
brujuce naznake za mogucu primjenu in-
hibitora BET bromodomene i inhibitora
CDK7 u slu¢ajevima dokazane preko-
mjerne ekspresije MYC gena (12).

Ewingov sarkom karakteriziraju
translokacije izmedu gena EWSRI na
kromosomu 22 (ql1.2) i ¢lanova obite-
lji gena ETS; obi¢no FLI1 (11q12). Vise
od 90% Ewingovih sarkoma ima fuziju
EWSRI. Unatoc relativno velikoj ucesta-
losti mutacije, recentni podaci dobiveni
sekvenciranjem pokazali su da postoje
brojne kodirajuée varijante u tumoru
(prosjecno njih 10), uz mali broj zajed-
nickih varijanti, $to je u skladu s nalazi-
ma u jo§ nekim pedijatrijskim tumorima
(13, 14). Znatno konzistentnije promjene
u Ewingovom sarkomu su mutacije u ge-
nima STAG2, zabiljezene su u 17% slu-
¢ajeva, potom delecije u genu CDKN2A
(12%) 1 mutacije TP53 (7%), dok su mu-
tacije u genima EZH2, BCOR i ZMYM3
pronadene u 2,7% slucajeva. Mutacije
STAG2 i TP53 ¢eto se pojavljuju zajedno
i predstavljaju nepovoljan prognosticki
¢imbenik (15).

Na isti nacin nepovoljno djeluju i
fuzije gena izmedu PAX3 ili PAX7 i
FOXOLI1 u alveolarnom podtipu rabdo-
miosarkoma (16). Zanimljivo, sekvenci-
ranje je potvrdilo kako ovi tumori imaju
manje nesinonimnih mutacija u uspored-
bi s embrionalnim tipom tumora u kojih
se ne stvaraju fuzijski geni i koji imaju
bolju prognozu (17, 18).

Zahvaljuju¢i primjeni genomskih
metoda, velik iskorak je napravljen i u
lijecenju pedijatrijskih tumora mozga,
no te spoznaje jos uvijek vise doprino-
se postavljanju dijagnoze i razvrstavanju
odredenih tumora u razliCite skupine,
negoli prognozi i terapiji. Svakako naj-
vaznije otkri¢e posljednjih godina bilo
je povezivanje mutacija u genu ACVRI1
s difuznim gliomima (19, 20). Gen
ACVRI kodira receptor za kostani mor-
fogenetski protein tipa 1, koji se aktivira
preko Rb i p21 i tako dovodi do progre-
sije tumora, S$to otvara novo poglavlje
u genomici ovih tumora. U gliomima
niskog gradusa opisane su promjene u
genu BRAF, kao §to su fuzijski prijepis
KIAA1549-BRAF i mutacija V600E,
¢ime su odskrinuta vrata razvoju po-
tencijalne terapije (21). Sekvenciranjem
genoma dobiveni su podatci koji omo-
gucéavaju razvrstavanje meduloblastoma
u Cetiri zasebne genomske skupine (22).
Osim mutacija u TP53, vecina je otkrive-
nih mutacija potpuno nova i povezana s
epigenetickim promjenama DNA i remo-
deliranjem kromatina (23).
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mozga, moze se zakljuciti kako ¢e sazna-
nja o specificnim genetickim promjena-
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dodatni pomak prema uspjeSnijem lije-
¢enju tumora djecje dobi.
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APPLICATION OF NOVEL GENOMIC METHODS IN PAEDIATRIC ONCOLOGY

1. Drmi¢ Hofiman

In the last decade, recent advantages in the techniques, technologies and processes developed within the Human Genome Pro-
Ject, enabled rapid development of a whole new field, so called genomic medicine. Technical breakthroughs and advances in gene
sequencing methodologies (next-generation sequencing, NGS), applied for whole genome (WGS) and whole exome sequencing
(WES) have have brought about revolutionary changes in the field, contributed to a better understanding of the biological basis of
many diseases and lead to therapeutic improvement in adult and pediatric cancer treatment. The present review describes recent
advances in application of genomics in pediatric oncology, major genomic alterations found in most common paediatric cancers
(leukemia, solid tumors and paediatric brain tumors) and its application in the treatment of childhood tumors.
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