MSIsensor-pro：一种快速、准确、不依赖对照样本的泛肿瘤微卫星不稳定性计算方法
背景介绍
微卫星不稳定性（Microsatellite instability, MSI）是由恶性肿瘤DNA错配修复系统受损导致，在基因组微卫星区域发生超突变的一种分子表型，多发于结直肠癌、胃癌、和子宫内膜癌。MSI与肿瘤的发生、发展及预后密切相关，更是免疫治疗疗效预测的分子标记物。当前，临床上使用的两种MSI的金标准检测方法分别是MSI-PCR和MSI-IHC，但都费时费力且成本较高。近年来，随着高通量测序的发展，基于NGS的MSI检测方法开始显露头角，在检测结果与两种临床金标准保持高度一致的情况下，极大的缩减了检测时间并减少了检测成本，大幅提高了推广MSI检测的可行性。
2014年，叶凯教授及其团队基于NGS开发的MSIsensor，作为全世界首个泛肿瘤检测方案MSK-IMPACT的MSI计算方法，通过了美国FDA的严格测试并获得批准。美国纪念斯隆凯特琳癌症中心（MSKCC）的测试表明，MSIsensor与金标准的一致性可达99.4%。然而，包括MSIsensor在内的基于NGS的MSI检测算法大都在低肿瘤纯度、低测序深度情况下表现较差。特别是，由于这些算法要求输入与肿瘤样本匹配的对照样本，限制了MSI的应用场景，尤其难以应用于血癌标本、福尔马林包埋标本、PDX/PDO等不易获得正常对照的样本。基于此，本研究综合MSI发生机理，采用多项分布描述基因组微卫星区域的复制过程，并对DNA聚合酶在该区域的滑动情况进行定量模拟。基于微卫星区域DNA聚合酶滑动的数学模型，叶凯团队于2019年成功开发了MSIsensor-pro，实现了对无正常对照样本的单个肿瘤样本进行MSI评估，解决了当前基于NGS的MSI检测工具所存在的技术难题。
方法与结果
[bookmark: OLE_LINK17]微卫星区域聚合酶滑动的定量估计
为了定量估计微卫星位点聚合酶滑动，我们首先对TCGA数据集中1532个正常样本的27200个微卫星位点进行研究。我们发现随着微卫星重复次数的增加，微卫星区域等位基因分布越平坦（图1A）。我们认为微卫星区域每个重复单元的复制服从多努利分布（伯努利分布的推广），每个重复单元是独立的，重复单元的多次叠加产生了图1的分布。因此我们可以使用多项分布（二项分布的推广）来描述这一过程。在多项分布模型中，p和q表示的每个重复单元滞后合成（导致缺失）和超前合成（导致插入）的概率。根据实际测序数据，我们可以估计出每个位点参数p和q的值，并用来定量描述该位点DNA聚合酶滑动。
[image: C:\Users\YeLab\OneDrive\OneDrive - stu.xjtu.edu.cn\MSIsensor\manuscript\MSIsensor-pro\msisensor-pro-20200130-GPB\MSIsensor-pro-GPB-20200219\items\Figure 1.tif]
图1 聚合酶滑移的定量描述
我们对上述27200个微卫星位点进行建模分析，估计出其p和q，并根据p，q的值回输到我们的数学模型，模拟DNA合成过程，虚拟微卫星的长度分布。我们对原始长度分布和模拟获得的分布进行比较，发现我们的模型能够拟合出91.97%的微卫星位点，证实了我们的数学模型可以有效描述聚合酶滑动过程（图1B）。
随后，我们对1532个肿瘤样本进行分析，共获得11,666个具有足够测序深度的微卫星位点作为备选位点。我们发现MSI样本中的参数p（微卫星重复单元滞后复制）显著大于MSS样本（图1C），而参数q(微卫星重复单元超前复制)并没有这样的特征（图1D）。这说明p能够刻画MSI的内在特征，适用于MSI评估。
MSIsensor-pro的实现及性能评估
为了精准探测单个微卫星位点的稳定性，我们利用TCGA中的正常样本为每个备选微卫星位点建立一个基准范围。当微卫星位点的p值大于这个基准范围（μ+3σ）时，认为该位点为不稳定位点。最后我们使用样本中所有不稳定位点的比例来衡量样本的MSI。



表1  四种MSI检测方法在1532个TCGA样本上的AUC
	Method
	Input
	CRC
(n = 588)
	STAD
(n = 412)
	UCEC
(n = 532)
	Total
(n = 1532)

	MANTIS
	T-N
	0.983
	1.000
	0.993
	0.986

	MSIsensor
	T-N
	0.981
	1.000
	0.988
	0.989

	mSINGS
	T
	0.594
	0.711
	0.634
	0.594

	MSIsensor-pro (all)
	T
	0.993
	0.999
	0.987
	0.993

	MSIsensor-pro (DMS)
	T
	0.997
	1.000
	0.990
	0.994


为了评估MSIsensor-pro的性能，我们将MSIsenor-pro应用于1532个TCGA样本的所有可检测到的备选位点，并与MSIsensor，MANTIS和mSINGS进行了比较。即使不需要对照样本，MSIsensor-pro也可以获得与两个需要对照样本方法（MSIsensor和MANTIS）几乎一致的AUC（表1）。MSIsenor-pro的AUC显著优于当前唯一不需要对照样本的方法mSINGS。值得注意的是，MSIsensor-pro在低肿瘤纯度和低测序深度的样本中也有很好的效果（图2A）。在计算性能上，MSIsensor-pro可在5分钟内，约30MB内存的情况下精准获得MSI检测结果（表2）。
表2  四种MSI检测方法的最大内存使用量和运行时间
	Method
	Input
	Peak RAM (GB)
	Runtime (min)

	MANTIS
	Tumor and normal
	3.712
	119

	MSIsensor
	Tumor and normal
	0.576
	15

	mSINGS
	Tumor
	2.592
	94

	MSIsensor-pro (all)
	Tumor
	0.032
	4

	MSIsensor-pro (DMS)
	Tumor
	0.032
	3


[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK16]同时，我们发现这11666个备选微卫星位点对MSI检测的贡献并不一致。因此我们分析这一些位点具体贡献度，选取了一些更具区分性的（Discriminative Microsatellite， DMS）位点进行MSI分析。当使用DMS位点进行检测时，MSIsensor-pro的AUC出略高于MSIsensor和MANTIS的（表1）。并且，在不同测序深度，不同肿瘤纯度的测试中， MSIsensor-pro （DMS）的AUC都高于其他方法（图2A）。
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图2 MSIsensor-pro的性能
[bookmark: OLE_LINK11]为了节约临床MSI检测成本，我们探究MSIsensor-pro所需的最少微卫星位点数。我们只选取DMS位点中贡献度最高的1，2，5，10，20，50，100，200，500,1000个位点进行分析，发现只使用贡献度最高的1个DMS位点即可获得0.92−0.96的AUC；当使用贡献度最高的20个DMS位点时MSIsensor-pro就可以达到超过0.98的AUC并趋于稳定（图2B）。当我们随机选取一定数目的DMS位点进行MSI分析时，MSIsensor-pro在使用50个随机的DMS位点即可得到大约0.98的AUC，并趋于稳定（图2C）。这些结果表明MSIsensor-pro可以应用于只有约50个微卫星位点的测序panel，这将为MSI的临床分析节约大量的成本。
总结与讨论
[bookmark: _GoBack]MSI是癌症早期检测、治疗和预后的一个关键肿瘤标志物。本研究开发的MSIsensor-pro使MSI检测不再依赖于正常对照样本，扩大了MSI的使用范围。此外MSIsensor-pro不论在检测准确度还是计算资源使用方面都较其他工具有较大优势。同时，本研究分析表明MSIsensor-pro对低肿瘤纯度和低测序深度样本有很好的处理能力，并可使用少数微卫星位点获得准确的MSI检测结果，这对科学研究和临床应用都具有重要意义。
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