Laboratdrne vysetrovacie metddy
v klinickej genetike

Prof. RNDr. Marie Korabecnad, Ph.D.

Recenzovali:
MUDr. Eva Pazourkova, Ph.D.
RNDr. Veronika Elisakova, Ph.D.

Trnavska univerzita v Trnave
Fakulta zdravotnictva a socidlnej prace
Katedra laboratornych vysetrovacich metéd v zdravotnictve
2026



Vydala Fakulta zdravotnictva a socidlnej prace Trnavskej univerzity v Trnave
Rok vydania: 2025

Prvé vydanie

online ISBN: 978-80-568-0772-9

DOI: 10.31262/978-80-568-0772-9/2026






Uvod

Vzhladom na rychly rozvoj molekuldrnej genetiky a zavadzanie jej postupov do klinickej
laboratérnej praxe vznikla potreba pripravit pre Studentov oboru Laboratdrne
vysetrovacie metddy v zdravotnictve skriptd, ktoré by poskytovali aktualny prehlad principov
laboratdrnych metdd, ktoré sa dnes bezne pouZivaju pre potreby klinickej genetiky. Skriptum
vsak nie je urcené len pre tychto Studentov, verim, Ze mbze byt uzitocnou pomébckou pre
vSetkych, ktori v tomto odbore zacinaju alebo hladaju prvé zoznamenie sa s niektorymi dnes
dnes uz Coraz CastejSie pouzivanymi metédami.

Mnohé z opisanych metdéd maju SirSie uplatnenie vo viacerych oblastiach laboratérnej
mediciny, napriklad v mikrobioldgii, viroldgii a patoldgii. NemoZzno opomenut ani rychly
metodicky vyvoj v oblasti genetiky. Podrobne sa budem venovat metddam, ktoré dlhodobo
dokazuju svoj vyznam, ale budu vysvetlené aj principy novozavedenych metdd s velmi sflubnym
potencidlom do buducnosti. D& sa predpokladat, Ze dnedni Studenti sa s tymito novymi
metddami stretnu vo svojej buducej praxi ako s rutinne zavedenymi.

Predkladané skripta predpokladaji znalost zakladnych principov genetiky, ale niektoré z nich tu
len stru¢ne pripomenieme pre lepSie pochopenie textu o metodickych postupech.

Touto cestou tiez dakujem Doc. MVDr. Albeté Kaiglovej, CSc. za starostlivu jazykovu korekturu.
Verim, Ze tento ucebny text pomozZe lepsie pochopit principy molekuldrno-genetickych metdéd
a bude motivovat studentov k zdujmu o tuto oblast a k dalSiemu studiu.

Prof. RNDr. Marie Korabecnd, PhD

V Trnave, august 2025



Obsah

1. Uvod do KINGCKe] SEMEtiKY .............c.ovuveivieiiieiieeeieeeieeeeee s eses s snes st sne s ssenesnes 4
1.1 Definicia a vyznam KIiNIiCke] BENETIKY......cciiiuiiii i 4
1.2 Indikacie genetick@no VYSETIENIa......ccccuii it ettt e e e e eare e e e et e e e e eanes 5
1.3 Etické a pravne aspekty genetického testovania........ccccceeecviieicciii e 6

Tabulka €. 3: Legislativny ramec genetického testovania na Slovensku ................ccccceevciieiiniiee e, 7

2, ZAKIAAY GEMELIKY .......ooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiee ettt ettt e st s e e s sate e sbe e e sate e sabe e sbte e sabeesbaesnateesabeeenaees 8
2.1 Struktira DNA a RNA, prenos genetickej infOrmMacie ........c.oveveieieveeeeeieieeeeeeeeeee e 8
2.2 GENOM, BENY, CNIOMOZOMY ....uiiiiiiiiiee ettt e ettt e eectte e e e ettt e e e e ta e e e eetreeeeeaaeeeeesaeeeeasseeeeassaeeeanseeens 14
2.3 Mutacie, ich typy, repardcia DNA ........cooiiii ittt et e ettt e e e e e e e e e eare e e eeaaaeeesnbeeeeenneeeas 18
2.4 Dedicnost @ MENdEIOVE ZAKONY .......coieiuieiiiciiiceecre ettt et et e etreereeeveesteesbeesteesaeesaseeareereeseenteans 23
Do o= LT o 1=y 4| - PR 25
2.6. Strucné zaklady populacnej BENELIKY........ooocuiiii i e 27

3. Typy genetickych 0CHOTENL..........ccooiiiiiiiiieie e e 29
3.1 MONOZENOVE OCHOIENIA.....uiiiiiiiie ettt et e e et e e et e e e ettt e e e e abee e e e eabbeeeeeasaeeeeensseeeeenses 29
3.2 ChromozOmMOVE @DEIACIE .....ccueiruiieiieieeeeree ettt et et st st s e b e b e smeesmees 33
3.3 Mitochondridlng 0ChOIENIA .....coueiiiieiieieee et s 36
3.4 Polygénové a multifaktoridlng POrUCNY .......cooouviii i et 37

4. Odber a priprava biologického materidlul ...............coccociiriiiiiiiiinine e 39
4.1 Typy vzoriek (krv, sliny, plodova voda, biopsia choria)........ccccocceeeiiiiiiiicciee e, 39
4.2 Podmienky 0dberu @ tranSPOrtU.......cueeecccieee ettt etee e e e e e e e sare e e e e bae e e e sbae e e eennteeeenanees 39
4.3 Skladovanie a stabilita VZOTIEK ........c.eeiieiiiiiiieeee e e 40
4.4 1201acCia DNA, RNA @ PrOtEINOV.....ciiieiiieeeciiee ettt e ettt eete e e e ettt e e e et eeeeetree e e ebteeeeesteeeeenreeaeensees 41

O B R 2o = Yo = 1 1 RS 41
4. 4.2 1Z018CIA RNA ...ttt sttt ettt b e she e sttt s bbb neennees 42
L N R 2o F= Yol F= W o o =1 [T 1V PSSR 43
4.5 Hodnotenie kvality a kvantity izolovanych molekul ............cccoooiiiiiiii e, 43
4.6 Kontaminacie, chyby a ich prevencia pri praci s biologickym materidlom.............ccoceeeeeienennne. 46

5. Cytogenetické MetOAY............ccoveeiriiiiiiiiiieie et s 48
5.1 Karyotypizacia (klasickd cytogenetiKa) .......oeeieuiieiiiiie e 48
5.2 FISH (Fluorescencnad in situ hybridizaCia).......cccouveiiiiiiirieiiee s 51
5.3 Array-CGH (komparativna gendmova hybridizacia) ........cccceeeciieiieciiii e, 55
5.4 SNP array (analyza polymorfizmov jedného nukleotidu) .........ccccooeeiiiieciiiieciie e, 57

5.5 Porovnanie cytogenetickych a molekuldrno-cytogenetickych metod...........ccccoveeeeiieiieciieneennee. 57



6. MoleKularno-genetické MetOY ............cccooviiiriiiiiiiiiiiie ittt ba e e sre e sbeeesane s 60

6.1 PCR (POlymErazova retazova rE@aKCia).........ocueeeueeeireeeeieeeereeeetreeeetee et eere e eeteeeeteeeeteeeeareeeeneeenneeas 60
6.1.1 Klasicka, real-time a digitalna PCR .........cuiiiiiiiiee ettt et e e e re e e e eaaee e e aaes 60
6.1.2 RT-PCR — analyza ribonukleovych Kyselin...........cooiiiiiiieiecee e e 64

6.2 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)........ccccccueieiiiieiiiciie e, 66

5.3 SEKVENOVANIE ...ttt ettt st e e s e st e e sat e e sbe e e s ab e e sabe e e neeesreeennneas 68
6.3.1 SANZEIOVO SEKVENOVANIE .....uiiiiii i cciiieeee ettt e e e e e et ee e e e e e e e santreaeeeeeesesnsrteaeeaaanas 68
6.3.2 Sekvenovanie NoVej eNEracie (NGS).........ei i iriie ettt e e etre e e e erre e e e ebaee e e naes 69
6.3.3 SekveNOVaNIe trete] GENEIACIE . .cciiiiiie et ecteee ettt e e e e ae e e et e e e e sabaee e e saraeeeeeasees 71
6.3.4 Celogendmové a celoex0mOoVE SEKVENOVANIE ......ccuuveiieiiiee et e e e sre e e ebae e e e 73
6.3.5 RNA-5€q (SEKVENOVANIE RINA)....ciiiiiiiieeciiiee ettt e ettt e e e ree e e e etr e e e e baeeeeeaseeeeeeasbeeeeensaeeeeensees 74

6.4. Detekcia modifikovanych baz, epigenetika .........cocuviiieiiiiiicce e 74

6.5 Southern, Northern a Western blotting ........cuviviiiei i 76

7. Prenatalna a preimplanta¢na geneticka diagnostika...............cccooevvvveivieininnin i, 79

7.1 Invazivne vs. NeINVAzZIVNE MELOAY.......ceiiiiiiie et e e e et e s bae e e e ae e e e anes 79

7.2 NIPT (neinvazivne prenatalne teStoOVaNIE) ......ccuuiiiiciiie ettt e e e 81

7.3 Preimplantacné genetické testovani@ (PGT)......ueiiccuiee et eeceee e et tre e e et e e e 82

7.4 Etické dilemy @ iNAIKACIE ....veeeieiiiie ittt e et e e et e e e e te e e s sarae e e e nnaeeeennnees 84

8. Genetické vySetrenie V OnKOIOZI ............cccceeviiiiiiiiiiiiciecc e 86

8.1 Genetické aspekty procesu KarCiNnOZENEZY ..........eiiccuiieeieiiiee et erre e et e e sbae e e e bae e e e 86

8.2 Predispozicia k NAdorovym 0ChOrENIam ........cccuuiiiiiiiiii ittt et e e e 86

8.3 Tekuta biopsia a cirkulujica NAAOroVA DNA .........ooociiii ettt e e e aae e e e 89

9. FAarmaKo@enetiKa ............coocviiiiiiiiiiiiiiie ettt sttt st e e sbe e s bt e st esbae s saaeesabeeenees 91
9.1 Vyznam farmMakogENETIKY .....cccuviii it e e e e 91
9.2 Molekuldrno-genetické metddy testovania vo farmakogenetike .........ccccoeeeeeiieieeccieeeccciieeeeee, 91

10. Zhrnutie a odporucana Lteratura ..............ccocooveiiiiiieiiiee e 93

10.1 Prehlad metOd @ iCh VYUZITIE........ceii ittt e e e te e e e e are e e e eearae e e searaeaeeans 93

10.2 KIUCové odporicania @ Standardy ........eeeeciieee it e e st s e e e e srntaeeeeans 94

10.3 Odkazy na odborné smernice @ databazy .......cccoveiiiiiiiii i 94

10.4 OdPOrUCana [IEEIATUIA .....cc.vveeiecieee et ettt e ettt eeet e e et e e e e e taeeeeeataeeeeeataeeesestaeaesestaeeesanraeeeanns 94

LR Y Lo YU T ALt WL L=T 2= L (VT - TR 94



1. Uvod do Klinickej genetiky

1.1 Definicia a vyznam klinickej genetiky

Klinicka genetika je Specializovany odbor mediciny, ktory sa zameriava na vySetrenie, diagnostiku, lie¢bu
a prevenciu geneticky podmienenych ochoreni. Predstavuje most medzi zakladnym vyskumom genetiky
a praktickou starostlivostou o pacienta. Spaja poznatky z molekularnej bioldgie, biochémie, cytogenetiky
a klinickej mediciny. Klinickt genetiku mozno charakterizovat ako odbor s tymito zakladnymi ¢értami:

e Zaoberd sa vrodenymi a dedi¢nymi poruchami.

e Zameriava sa nielen na jednotlivcov, ale ¢asto aj na celé rodiny.

e Zohrdva zasadnu ulohu v prenatalnej a presymptomatickej diagnostike.
e Pomaha urdit riziko prenosu genetického ochorenia na potomkov.

e Umoznuje personalizovany pristup k prevencii a liecbe.

Oblasti zaujmu klinickej genetiky mozno rozdelit nasledovne:
Diagnostika genetickych ochoreni
Klinicky genetik zhodnoti anamnézu, fenotyp pacienta a rodinnu genealdgiu a na ich zaklade odporuci
vhodné laboratérne testy. Vdaka modernym metédam (napr. sekvenovaniu novej generacie — Next
Generation Sequencing — NGS) je dnes mozné diagnostikovat Siroké spektrum genetickych portch.
Predikcia a prevencia
U osbb s genetickou predispoziciou (napr. mutécia v géne BRCA1) mozno odhadnut pravdepodobnost
vzniku ochorenia v buducnosti. V¢asna identifikdcia umoznuje Ucinny screening a preventivne opatrenia.
Genetické poradenstvo
Klinicka genetika je Uzko spojena s genetickym poradenstvom, ktoré pomaha pacientom pochopit
dopady genetickych informacii, orientovat sa vo vysledkoch a rozhodovat sa o dalSich krokoch —
napriklad v otazkach planovania rodicovstva.
Prenatalna a preimplantacna diagnostika
Klinicka genetika zohrdva dolezitu Ulohu v starostlivosti o tehotné Zeny, najma v pripadoch zvySeného
rizika genetickej vady plodu. Vysetrenia mo6zu byt:

e Neinvazivne (napr. test z materskej krvi),

e Invazivne (napr. odber choria alebo plodovej vody),

e Preimplantacné (pri cykloch in vitro fertilizacie — IVF).
Personalizovana medicina
Genetické informacie sa Coraz CastejSie vyuZivaju na individualizaciu liecby (napr. vyber chemoterapie
podla genetického profilu nddoru), tzv. farmakogenetika.
Klinicka genetika vznikla ako samostatny odbor v priebehu 20. storocia, medzi jej kli¢ové milniky patria:

e 1956 — uréenie spravneho poctu chromozémov u ¢loveka (46),

e 1959 — prvy popis chromozomalnej aberacie (Downov syndrém),
e 1977 — zavedenie Sangerovho sekvenovania,

e 1990-2003 — Projekt fudského genému,

e 0d 2010 — rutinné zavadzanie NGS do klinickej praxe

Dnes je klinickd genetika jednym z najdynamickejsich a najrychlejSie sa rozvijajucich odborov modernej
mediciny. Ide o vysoko multidisciplinarny odbor spolupracujuici s viacerymi dalSimi odbormi mediciny:

e gynekoldégmi a pérodnikmi (prenatdlna diagnostika),

e onkologmi (dedi¢né formy nadorov),

e neurolégmi (neurodegenerativne poruchy),

e pediatrami (vrodené vady),

e internistami a kardiolégmi (napr. dedi¢né kardiomyopatie).



Tato interdisciplinarita zabezpecuje komplexny pristup k genetickému pacientovi a jeho rodine.
Rozdiely medzi klinickou a laboratérnou genetikou zhriiuje Tabulka €. 1

Tabulka ¢. 1 Klinicka genetika vs. laboratérna genetika

Oblast Klinicka genetika Laboratdrna genetika
. Starostlivost o pacienta, diagnostika, . L. .

Zameranie P g Vykonavanie genetickych analyz
poradenstvo

Pracovisko Genetické ambulancie, nemocnice Specializované laboratéria

&innost Odborné vedenie, interpretacia, Technické vykonavanie metéd (PCR,
komunikacia vysledkov sekvenovanie, cytogenetika atd’)

. . L, . Laboratérny Specialista, bioldg, molekularn
Profesie Lekar — klinicky genetik genetik ysp & y

Klinicka genetika je kfu¢ovym odborom modernej mediciny, umoznujucim véasnu a presnu diagnostiku
dediénych poruch, prevenciu ich prenosu a vyber optimalnej lieCby. Spaja technickd preciznost
laboratérnych metdd s individudlnym pristupom k pacientovi a jeho rodine. Jej vyznam bude rast
s dalsim rozvojom génovych technoldgii a integraciou genetickych poznatkov do beznej lekarskej praxe.

1.2 Indikacie genetického vySetrenia

Genetické testovanie sa vykondva na rozne Ucely v zavislosti od klinického kontextu. Vysledky moézu:

e Potvrdit diagndzu geneticky podmieneného ochorenia.

e Pomoct privolbe lie¢ebnej stratégie (napr. vyber vhodného lieku alebo jeho davkovanie).
¢ Identifikovat riziko prenosu poruchy na potomkov.
e Predpovedat predispoziciu na vznik urcitého ochorenia v buddcnosti.

Genetické vysetrenie sluzi predovsetkym na v€asnu a presnu diagnostiku, informované rozhodovanie
pacientov a ich rodin, ako aj na poskytovanie moZnosti cielenej prevencie a liecby.

Hlavné typy genetickych testov a ich prehlad uvadza Tabulka €. 2.

Tabulka c. 2 Priklady typov genetickych vysetreni

Typ vySetrenia

Popis

Priklad

Diagnostické

Prenatalne

Preimplantacné
(PGT)

Presymptomatické

Prediktivne

Farmakogenetické

Potvrdenie genetickej priciny
u symptomatického pacienta

Vysetrenie genetickych abnormalit
u plodu

Analyza embryi pred prenosom do
maternice pri IVF

Detekcia mutacie u zdravého jedinca
s rodinnou zataZzou

Odhad rizika multifaktorialneho
ochorenia

Testovanie vplyvu genetiky na
reakciu na lieky

Cysticka fibréza u dietata

s respiracnymi tazkostami
Downov syndrém (trizdmia 21)

z plodovej vody

Vylucenie Huntingtonovej choroby
Mutdcia BRCA1 u Zeny s rodinnou
anamnézou karcinédmu prsnika

Riziko cukrovky 2. typu na zaklade
polygenového skore

Metabolizmus warfarinu (gén
CYP2C9)




Genetické vysetrenia nachadzaju uplatnenie v r6znych odboroch mediciny:

e Pediatria: diagnostika zriedkavych ochoreni, vyvojovych chyb, porich metabolizmu

¢ Gynekoldgia a porodnictvo: screening a prenatdlna diagnostika vrodenych chyb

e Onkoldgia: testovanie na dedi¢né predispozicie vo¢i nadorom (napr. nador prsnika a vajecnikov,
Lynchov syndrém)

¢ Neuroldgia: neurodegenerativne a mitochondridlne ochorenia, epilepsia

e Kardioldgia: geneticky podmienené kardiomyopatie a poruchy srdcového rytmu

e Farmakoldgia a vnutorné lekarstvo: farmakogenetika, prevencia civiliza¢nych choréb

Prinosy genetického vysetrenia pre pacientov spocivaju — v zavislosti od typu genetickej zitaze —
v skrateni diagnostického procesu, vyhnutiu sa zbytocnym a invazivnym vySetreniam, v moznosti
predchadzat komplikaciam a zohladnit geneticky profil pri vybere liecby.

Priklad z praxe:

Muz vo veku 35 rokov bol odoslany na klinickd genetiku z dévodu pozitivnej rodinnej anamnézy nahlych
umrti v mladom veku. Genetickym testovanim bola potvrdena patogénna mutdcia v géne MYH7,
suvisiaca s hypertrofickou kardiomyopatiou (HCM). Na zéklade tohto vysledku:

¢ mu bola odporucana pravidelna kardiologicka kontrola
* mu bola implantovana profylakticka kardioverter-defibrildtorova jednotka (ICD),
¢ jeho pribuzni boli vySetreni a v€as zachyteni v presymptomatickom sStadiu.

Tento pripad ilustruje, ako genetické testovanie mdze zabranit nahlemu dmrtiu a ochranit dalsich ¢lenov
rodiny.

1.3 Etické a pravne aspekty genetického testovania

Genetické poradenstvo je proces, pri ktorom su pacientovi (a jeho rodine) zrozumitelne vysvetlené
informdcie tykajuce sa genetického ochorenia, jeho dedi¢nosti, moZnosti testovania a désledkov jeho
vysledkov. Pacientovi s ponuknuté varianty prevencie alebo liecby.

Cielom genetického poradenstva je znizenie psychickej zataze pacientov a podpora ich informovaného
rozhodovania. Zabezpecenie etického ramca testovania je neoddelitelnou suéastou poradenského
procesu.

Poradenstvo je indikované v nasledujucich pripadoch:

e Vyskyt genetickej poruchy v rodine

e Neobvykly klinicky nalez u dietata

e Opakované potraty ¢i neplodnost

e Pred invazivnym prenatalnym vysetrenim

e Pred presymptomatickym alebo prediktivnym testovanim

Informacné poradenstvo je zamerané na vysvetlenie rizik, principov dedi¢nosti a moZnosti vySetrenia
u daného pacienta, zatial ¢o klinické poradenstvo sa uz zaoberd navrhom konkrétneho testu, odberom
biologického materialu a interpretaciou vysledkov.

Genetické informdcie maju zasadny dopad na Zivot pacienta i jeho rodiny. S tym slvisi mnozstvo
etickych, psychologickych a pravnych otazok, ktoré je potrebné zohladnit pri planovani aj interpretacii
genetického testu. Vidy je preto potrebné dodrZiavat klticové etické principy:

e Dobrovolnost: pacient ma pravo test odmietnut

¢ Informovany sthlas: je nevyhnutné predchdadzajlce vysvetlenie vsetkych aspektov testu. Kazdé
genetické vysetrenie musi byt vykonané na zéklade pisomného a informovaného sdhlasu.

e ReSpektovanie autondmie: o vybere postupu rozhodne pacient



e Zachovanie dovernosti: genetické udaje podliehaju prisnej ochrane. Zdielanie vysledkov s
dalsimi ¢lenmi rodiny je mozné len so suhlasom pacienta. Vysledky sa oznamuju len
opravnenym osobam.

e  Zakaz diskriminacie: zdkon zakazuje geneticku diskrimindciu napr. pri uzatvdrani poistenia alebo
v zamestnani (v EU zabezpe&uje GDPR).

e Psychosocialne dopady: je potrebné re$pektovat, Ze vysledky genetického vysetrenia mozu vyvolat
uzkost, vinu, obavy z buduicnosti alebo narusenie rodinnych vztahov.

e Genetické testovanie deti je odporucané iba vtedy, ak by vysledok mohol mat bezprostredny
zdravotny vyznam (napr. moznost vcasnej lieCby) a zarover nejde o testovanie predispozicie na
ochorenia v dospelosti (ktoré nemaiju lieCbu v detstve).

Genetické testovanie a poradenstvo na Slovensku sa riadi pravnymi a odbornymi predpismi (pozri
Tabulku €. 3):

e Zikon €. 576/2004 Z.z. o zdravotnej starostlivosti

— upravuje poskytovanie zdravotnej starostlivosti vratane podmienok pre genetické vysetrenie
a potrebu informovaného suhlasu.

e Zakon €. 577/2004 Z.z. o rozsahu zdravotnej starostlivosti hradenej z verejného zdravotného
poistenia

— genetické vysSetrenie moze byt v urditych pripadoch hradené zdravotnou poistoviiou.

e Zikon €. 18/2018 Z.z. o ochrane osobnych udajov (slovensky GDPR)

— genetické Udaje su povaZované za zvlast citlivé osobné Udaje a podliehaju prisnej ochrane.

Odbornym garantom geneticke] starostlivosti je Slovenska spoloénost lekarskej genetiky. Genetické
testovanie by malo prebiehat v akreditovanych pracoviskach s persondlom vyskolenym v genetickom
poradenstve. Zohladfiuju sa aj medzindrodné odporicania ESHG (Eurdpska spolo¢nost pre humannu
genetiku) a ACMG (Americka akadémia lekarskej genetiky).

Tabulka ¢. 3: Legislativny ramec genetického testovania na Slovensku

Oblast Slovenska republika (SR)
Zakladny zakon Zakon ¢. 576/2004 Z.z. o zdravotnej starostlivosti
Pravo na Nutny informovany suhlas; musi byt udeleny slobodne a na zdklade

informaciu a sihlas  poskytnutych informdcii. Je sticastou zdravotnej dokumentacie.

Genetické Gdaje st chranené podla GDPR (EU 2016/679). Chrani ich aj Zakon
€. 18/2018 Z.z. o0 ochrane osobnych tGdajov. Genetické Udaje patria medzi
zvlast citlivé.

Ochrana
genetickych udajov

. C e Plati zakaz diskrimindcie (napr. pri uzatvarani poistenia alebo v zamestnani)
Zakaz diskriminacie . S s
na zaklade genetickej informacie.

Mozné iba vtedy, ak by vysledok mohol mat vyznam pre aktualny zdravotny

Testovanie deti .,, vy
stav dietata (napr. zacatie liecby).

Pristup Vysledky mézu byt ozndmené iba pacientovi alebo zakonnému zastupcovi,
k vysledkom pripadne rodine so stihlasom pacienta.

Pracoviska Genetické vysetrenia m6zu vykonavat iba akreditované zdravotnicke

a odbornici zariadenia pod vedenim odbornika (lekara-genetika).

Etické pravidla vychddzaju z odporucani Slovenskej spolocnosti lekarskej

Etické pravidla genetiky SLS.

Niektoré genetické vysetrenia su hradené z verejného poistenia (napr. pri

Uhrada testov > Y )
podozreni na dedi¢né ochorenie).




2. Zaklady genetiky

2.1 Struktiira DNA a RNA, prenos genetickej informacie

Laboratérne vySetrovacie metddy v klinickej genetike su zamerané na analyzu nukleovych kyselin, preto
sa tato kapitola zameriava na velmi struéné pripomenutie ich Struktury a funkcie v bunkach a tkanivach.
DNA (deoxyribonukleova kyselina) je nositelom genetickej informacie u vSetkych Zivych organizmov
a mnozstva virusov. DNA sa v eukaryotickych bunkdch nachddza v jadre bunky (jadrova DNA), mensie
mnozstvo aj v mitochondridch ( mitochondridlna - mtDNA). Styridsat$est linedrnych molekul DNA tvori
jadrovy genédm ludskej somatickej bunky, kazdy chromozdm je reprezentovany jednou molekulou DNA.
Mitochondridlna DNA je kruhova, ¢o odraza pravdepodobny pévod mitochondrii zo symbiotickych
bakterialnych buniek. Kazdd mitochondria obsahuje radovo desiatky tychto molekil. DNA je zloZena
z dvoch polynukleotidovych retazcov, ktoré su navzajom spojené vodikovymi vdzbami a stocené do
dvojzavitnice (double helix) (pozri Obrazok ¢. 1).
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(patuhlikovy cukor) cytozin—C

DNA

Obrazok €. 1. Strukttra DNA a princip jej replikacie. A/ Cukor-fosfdtovd kostra (angl. sugar-phosphate backbone)
tvori vertikdlne postranné retazce dvojitej Spirdly, pozostdvajuce zo striedajucich sa jednotiek deoxyribdzy
(pentdézovy cukor) a fosfatovych skupin. Dusikaté bdzy (adenin, tymin, guanin, cytosin) si umiestnené v strede
medzi dvoma vidknami, spdrované vodikovymi vdzbami (A—T s dvoma, C—G s tromi vidzbami). Orientdcia retazcov
je antiparalelna: jedno vidkno vedie 5' >3’ smerom, druhé opacne (3’->5’). Fosfatové skupiny ddvaju molekule
DNA zdporny ndboj, ¢o ovplyvriuje jej interakciu s vodnym prostredim a bielkovinami. Vytvorené pomocou
BioRender.com B/ Princip semikonzervativnej replikacie DNA, jeden retazec DNA je pbvodny, druhy je
syntetizovany na zdklade principu komplementarity (wikimedia.org., CC BY-SA 4.0)

Kazdy nukleotid tvori:
e dusikatd baza (adenin — A, tymin —T, guanin — G, cytozin — C),
e deoxyribdza (patuhlikovy cukor),
o fosfatova skupina.


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Semiconservative_DNA_replication.png

Bazy sa paruju podla pravidla komplementarity: adenin s tyminom (A-T) a guanin s cytozinom (G-C).
Pred kazdym delenim somatickej bunky sa v procese replikdcie DNA duplikuje geneticka informdcia.
Replikacia je semikonzervativny proces, t. j. jeden retazec pévodnej dvojitej Spirdly vidy slizi ako
predloha pre syntézu druhého komplementdrneho retazca. Tymto spbsobom sa vytvaraju dve
dvojvlaknové molekuly DNA, pricom kazidd obsahuje jedno staré pévodné vldkno a jedno novo-
syntetizované. V procese mitdzy sa potom chromozémy rozdelia medzi dcérske bunky tak, Ze kazda
dostane kompletnu sadu 46 molekul.

Prenos genetickej informacie v bunke prebieha v troch hlavnych krokoch: replikacia, transkripcia
a translacia (centralne dogma molekularnej bioldgie).

3 5
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Obrazok ¢. 2. Zakladné kroky génovej expresie. /ytvorené pomocou BioRender.com

Termin expresia génu oznacuje proces, ktorym sa informacia uloZena v géne (v sekvencii DNA) preklada
do funkéného produktu — zvycajne bielkoviny, ale v niektorych pripadoch aj funkénej RNA (napr. tRNA,
rRNA).

Expresia génu prebieha v dvoch hlavnych krokoch (Obrazok €. 2)

1. Transkripcia — vznik mRNA z templatu DNA.
2. Translacia — preklad informdacie z mRNA do poradia aminokyselin v bielkovine.

Génova expresia je regulovany proces, ktory zabezpecuje, Ze:

e nie vietky gény sa exprimuju naraz,

e rozne bunky exprimuju r6zne gény podla svojej funkcie (napr. svalova bunka vs. neurdn),

e odpoved na podnety (napr. stres, hormdny, infekcie) sa realizuje prostrednictvom zmeny
expresie génov.

Roézne typy RNA (ribonukleovych kyselin) sprostredkivaju prenos genetickej informacie z Grovne génu
zapisaného v DNA na droven sekvencie aminokyselin v proteine alebo sekvencie baz v jednom z typov
RNA. Na rozdiel od DNA je RNA (pozri Obrazok ¢€.3):

e vacsSinou jednovldknova,
e obsahuje cukor ribézu namiesto deoxyribdzy,
e namiesto tyminu obsahuje uracil (U), ktory sa paruje s adeninom.



RNA

S

Messenger RNA - mRNA

Aminokyselina

""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Antikodén

Transferova RNA - tRNA

Vodikové vizba Ribozomalna RNA - rRNA

Obrdzok & 3. A/ Struktiira molekuly RNA (Lene Martinsen/BioRender. CC BY NC SA 3.0) B/ Zdkladné typy RNA
(wikimedia.org. Christinelmiller , CC BY-SA 4.0)

Existuju tri zakladné typy RNA (pozri Obrazok ¢.3):

¢ MRNA (messengerovd RNA) sluzi ako nosi¢ genetickej informacie. Vznikd prepisom DNA pocas
transkripcie. V eukaryotickych bunkach sa vytvara najprv ako pre-mRNA, ktord musi prejst viacerymi
Upravami (posttranskripénymi modifikaciami), aby sa stala funkénou, zrelou mRNA. Po uUpravach

prendsa informaciu do ribozému, kde sluzi ako templat pre syntézu proteinu.

e tRNA (transferovda RNA) zabezpecuje prenos aminokyselin do miesta syntézy proteinov podla
poradia kodénov na mRNA. Kazda tRNA je Specificka pre urciti aminokyselinu a obsahuje anticoddn

komplementarny ku kodénu na mRNA, ¢o umoznuje presnu translaciu genetickej informacie.

¢ rRNA (ribozomalna RNA) tvori strukturalny a funkény zaklad ribozomov, kde spolu s ribozomalnymi
proteinmi vytvdra velkd a mald podjednotku. M3 katalytickd funkciu — sprostredkidva tvorbu

peptidovych vazieb medzi aminokyselinami pocas translacie (tzv. peptidyltransferazova aktivita).

Transkripcia (pozri Obrazok ¢.4) je proces, pri ktorom sa geneticka informacia z DNA prepisuje do RNA.
U eukaryotov sa tento proces uskutoChuje v jadre a dalej v texte bude opisany na priklade génu
kdédujuceho protein (tzv. proteinotvorného). Pri transkripcii sa vytvori najprv pre-mRNA, ktorad sa

nasledne upravuje. Transkripcia pozostdva z troch hlavnych faz:

1. Inicidcia zacina rozpoznanim promaétora, ¢o je Specificka sekvencia DNA pred zaciatkom génu, ktord
sluzi ako miesto pre naviazanie enzymov potrebnych pre transkripciu. Na promotor sa viazu transkripcné
faktory — 3pecialne regulacné proteiny, ktoré pomdhaju RNA polymeraze rozpoznat zaciatok génu.

Nasledne sa naviaze RNA polymeraza ll, rozpletie sa dvojzavitnica DNA a zacina syntéza RNA.

2. Pri elongacii RNA sa polymeraza pohybuje po DNA v smere 3' > 5' a syntetizuje RNA retazec v smere

5' - 3'.Do RNA sa zabudovavaju ribonukleotidy (A, U, C, G) komplementdrne k DNA sekvencii génu.

3. Terminacia ukondi transkripciu, ked' RNA polymeraza prejde terminatorovou sekvenciou. Vznika tzv.

pre-mRNA, ktora este nie je pripravena na translaciu.
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V jadre eukaryotickych buniek po transkripcii DNA do tohto primdrneho transkriptu (pre-mRNA) nastava
niekolko posttranskripénych Uprav, ktoré st nevyhnutné na vznik funkcénej, zrelej mRNA:

1. Tvorba 7-metylguanozinovej ciapky (5' capping) — Na 5' koniec pre-mRNA sa pridadva
modifikovany guanozin (7-metylguanozin). Tato Struktdra chrani mRNA pred degraddciou,
pomaha pri transporte z jadra do cytoplazmy a je rozpozndvana ribozdmom pri iniciacii
transldcie.

2. Polyadenylacia 3' konca — Na 3' koniec mRNA sa priddva poly(A) chvost, teda retazec
adeninovych nukleotidov (cca 100-250 A). Tento chvost stabilizuje mRNA, ulahcuje jej export
z jadra a prispieva k efektivnej translacii.

3. Splicing (odstranovanie intronov) — Primarna pre-mRNA obsahuje exdny (kddujuce sekvencie)
a introny (nekddujuce sekvencie). Pocas splicingu sa intrény odstrania a exdény sa spoja do
kontinualnej sekvencie, ktora kdduje protein. Splicing zabezpecuju Specializované Struktury
nazyvané spliceozémy.

Alternativny splicing — UmozZriuje z jednej pre-mRNA vytvérat rozne varianty mRNA (a teda aj
rézne proteiny), v zavislosti od toho, ktoré exdny su zahrnuté. Tento proces zvysuje variabilitu
proteinov, ktoré méze bunka produkovat.

Tieto modifikacie zabezpecuju, Ze mRNA je stabilnd, funkénd a pripravend na transport do cytoplazmy,
kde prebieha translacia a syntéza proteinov. Bez tychto Uprav by eukaryotickd mRNA nebola schopna
spravne fungovat.

DNA

Sekvencie regulujuce transkripciu
RNA Polymeraza Il

Transkribovany gén .
et 7007
A\

Primarny RNA transkript K
Exon1l Intron Exon2 Intron Exon 3

l RNA processing

Splicing RNA (odstanenie intrénov)

OO0 Exon1 Exon2 Exon3 AAAAAAA

5' capping Polyadenylacia 3' konca

5" netranslatovana oblast 3" netranslatovana oblast

Obrazok ¢. 4 Transkripcia proteinotvornych génov u eukaryotov aich posttranskripcné upravy. Vytvorené
pomocou BioRender.com a wikimedia.org., CNX OpenStax, CC BY-SA 4.0

Najma v eukaryotickych bunkach nachadzame mnoizstvo dalsich typov RNA:

miRNA (mikroRNA) — malé nekddujuce RNA molekuly (asi 21-25 nukleotidov), ktoré reguluju génovu
expresiu. Viazu sa na komplementarne sekvencie v mRNA a tym bud' inhibuju jej translaciu, alebo
podporuju jej degradaciu. Zohravaju klti¢ovu ulohu v regulacii vyvoja, bunkovej proliferacie a apoptozy.
MoZu sa tiez prenasat telesnymi tekutinami v membranou obalenych vezikulach (exozémoch) do
anatomicky vzdialenych buniek a tkaniv.
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siRNA (small interfering RNA) maju podobnu velkost ako miRNA, ale vznikaju najcastejSie z exogénnych
(napr. virusovych) dvojvlaknovych RNA. Podielaju sa na mechanizme RNA interferencie (RNAI), kde
cielene rozkladaju konkrétnu mRNA, ¢im brania jej transldcii. Pouzivaju sa aj ako nastroj v génovej terapii
a vyskume.

snRNA (small nuclear RNA) nachadzaju sa v jadre a su sucastou spliceozému, komplexu, ktory vykonava
splicing pre-mRNA. Pomahaju rozpoznat intrény a katalyzovat ich vystrihnutie, ¢im zabezpecuju spréavne
spracovanie mRNA.

snoRNA (small nucleolar RNA) pésobia v jadierku bunkového jadra a zucéastriuju sa chemickej
modifikacie inych RNA molekudl, najma rRNA. Umoziuju napriklad metylaciu alebo tvorbu
pseudouridinu, ¢o je délezité pre spravnu Strukturu a funkciu ribozémov.

IncRNA (long non-coding RNA) ide o dlhé RNA molekuly (>200 nukleotidov), ktoré nekddujua proteiny,
ale plnia regulacné ulohy. Ovplyviiuju expresiu génov na réznych drovniach:
o epigeneticka regulacia (napr. ovplyviiovanie metylacie DNA a modifikacii histonov),
o transkripéna kontrola (interakcia s transkripcnymi faktormi alebo RNA polymerazou),
o posttranskripéné mechanizmy (napr. ovplyviiovanie stability a transldcie mRNA). Niektoré
IncRNA su spojené s procesmi ako diferenciacia buniek, vyvoj organizmu alebo vznik
nadorovych ochoreni.

Translacia ( pozri Obrazok €. 5) je proces, pri ktorom sa genetickd informdcia uloZzenad v mRNA preklada
do poradia aminokyselin v polypeptidovom retazci — teda do proteinu. Tento proces prebieha
v ribozémoch a zahfia tri hlavné fazy:

1. Inicidcia. Mald ribozomalna podjednotka sa naviaze na mRNA. Inicia¢na tRNA s aminokyselinou
metionin (u eukaryot) sa pripoji na Startovaci kodon AUG. Nasleduje naviazanie velkej
podjednotky ribozému a vytvorenie kompletného iniciaéného komplexu.

2. Elongacia (predlZovanie retazca). Transferové RNA (tRNAs) postupne prinasaju aminokyseliny
podla kodénov na mRNA. Ribozém katalyzuje tvorbu peptidovych vazieb medzi
aminokyselinami. Ribozém sa postva po mRNA smerom k 3' koncu, ¢im sa retazec predlzuje.

3. Termindacia. Translacia sa ukonci pri stop koddne (UAA, UAG alebo UGA), ktory nesignalizuje
Ziadnu aminokyselinu. Uvolni sa novovytvoreny polypeptid, ribozdm sa rozpadne a translacia
konci.

Poznanie Struktury a funkcie DNA a RNA je zakladom mnohych modernych laboratérnych metdd, ako su
PCR a sekvenovanie DNA/RNA, a analyza génovej expresie. Monitorovanie génovej expresie (napr.
onkogénov, zapalovych markerov, alebo miRNA) sluzi ako cenny nastroj v onkologickej, infekénej
a genetickej diagnostike, ako aj pri sledovani tcinku liecby a vyvoji cielfovej terapie.

Poznanie rozdielov medzi eukaryotickou a prokaryotickou bunkou je klucové pre pochopenie
organizacie genetickej informacie, mechanizmov jej expresie a laboratérnych pristupov k ich analyze.
Tieto rozdiely maju vyznamny dopad na metddy molekularnej bioldgie. Napriklad pri PCR analyze
baktérii su ¢asto cielom plazmidové gény alebo 16S rRNA, zatial ¢o pri ludskych vzorkach ide najcastejsie
o analyzu eukaryotickej jadrovej alebo mitochondridlnej DNA. Plazmidy su malé kruhové molekuly DNA,
ktoré mozu prostrednictvom svojich génov udelovat niektorym baktériam odolnost vocéi antibiotikdm.
Pritomnost bunkovej steny ¢asto komplikuje proces izoldcie DNA a RNA z buniek. Izolacia nukleovych
kyselin v dostatonom mnoistve a Cistote je predpokladom Uspesnej laboratdrnej analyzy akoukolvek
metddou.

Zaroven rozdielne usporiadanie génov a regulac¢nych sekvencii ovplyviiuje aj pristup ku génovej expresii
— prokaryoty nemaju introny, a preto nepotrebuju zostrih pre-mRNA, ¢o je zasadnd sucast
eukaryotického transkripéného procesu.

Rozdiely medzi prokaryotickymi a eukaryotickymi bunkami, najma na drovni genetickych mechanizmov,
su zhrnuté v Tabulke €. 4.
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Obrazok c. 5. Proces transldcie u eukaryotov. Podrobnejsi popis v texte. Vytvorené pomocou BioRender.com
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Tabulka €. 4. Rozdiely medzi prokaryotickymi a eukaryotickymi bunkami (ER — endoplazmatické
retikulum, GA — Golgiho aparat,), S —Svedbergova jednotka, ktora vyjadruje sedimentacny koeficient —
teda ako rychlo sa ¢astica usadzuje pri ultracentrifugdcii

Charakteristika

Prokaryoticka bunka

Eukaryoticka bunka

Jadrova
membrana

DNA

RNA
a proteosyntéza

Organely

Ribozémy

Plazmidy

Bunkova stena

RozmnoZovanie

Priklady

Chyba — DNA je volne ulozena

v cytoplazme (nukleoid)

Kruhova, obycajne jedina
chromozdémova molekula; ¢asto
pritomné plazmidy

Transkripcia a translacia sa
uskutoCnuju sucasne v cytoplazme

Neobsahuje membranové organely

Mensie (70S)

Beziné; nesu doplnkovu geneticku
informaciu (napr. rezistencia voci
antibiotikam)

Pritomna, vacsinou z peptidoglykanu

Nepohlavné (binarne delenie)

Baktérie, archedny

Pritomna — DNA je uloZzena v jadre

Linearna, usporiadana do
chromozémov v jadre

Transkripcia sa uskutocnuje v jadre,
translacia v cytoplazme

Obsahuje rozne organely (jadro,
mitochondrie, ER, GA...)

Zriedkavé alebo nepritomné

Pritomna len u rastlinnych buniek (z
celuldzy), u Zivocisnych buniek
chyba

Pohlavné a nepohlavné
rozmnozovanie

Rastliny, Zivocichy, huby, prvoky

2.2 GenOm, gény, chromozomy

Ludsky gendm predstavuje Uplny subor genetickej informacie uloZzeny v DNA vsetkych buniek ludského
tela (s vynimkou zrelych erytrocytov). Tvoria ho priblizne 3,2 miliardy parov baz (bp), rozdelenych do 23
parov chromozémov (22 autozémov + 1 pdr pohlavnych chromozémov: XX alebo XY). KaZzda somaticka
bunka obsahuje dve képie genému (diploidny stav), zatial ¢o pohlavné bunky (spermie a vajicka) maju
jednu képiu (haploidny stav).

Gén je Usek DNA, ktory nesie informaciu pre syntézu jednej funkénej RNA (napr. mRNA pre protein).
Ludsky gendm obsahuje priblizne 20 000-25 000 protein-kédujlcich génov.

Organizacia [udského gendmu je velmi komplexna. Iba mala Cast (asi 1,5-2 %) koduje proteiny. Zvysok
tvori nekédujica DNA, ktord zahfna regula¢né prvky, intrény, opakujice sa sekvencie a rézne typy
transpozdénov.

Rodzne typy sekvencii, ktoré tvoria fudsky genom, su charakterizované nizsie:

1. Protein-kédujuce sekvencie (~1,5-2 % gendmu) zahfiaju exony génov, ktoré sa prekladaju do
proteinov. Exdny su casto oddelené intronmi, ktoré su niekedy ovela dlhsie nez samotné kddujlce
Casti.

2. Regulacné sekvencie (~*5-10 %) Zodpovedaju za regulaciu génovej expresie (kedy, kde a ako
intenzivne sa gén prejavi). Regulaéné sekvencie sa modzu nachadzat ¢asto daleko od génov, ktoré
reguluju. Patria medzi ne:

e Promotory (miesto zaciatku transkripcie),
o Enhancery a silencery (posilfiovace a timice expresie),
e Insulatory (izolac¢né prvky).
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3. Intrény (~20-25 %) jsou nekddujlice Useky génov, ktoré su odstranené pocas splicingu. Ich dizka a
pocet sa velmi liSi medzi génmi. M6Zu obsahovat regulaéné prvky alebo repetitivne sekvencie.

4. Repetitivne sekvencie (>40-50 %) tvori najvacsiu East gendmu. Delia sa na rozptylené (interspersed)
a tandemovo usporiadané (satelitné) opakovania:

Rozptylené repetitivne sekvencie — mobilné elementy (~*45 %) su vysledkom transpozénovej
aktivity a nachadzaju sa roztrisené v gendme. Transpozény (mobilné genetické elementy) su
sekvencie DNA, ktoré sa dokazu prestvat z jedného miesta genému na iné — tento proces sa nazyva
transpozicia. Ide o ,,skdkajuce gény“, ktoré boli v minulosti velmi aktivne a zanechali za sebou velké
mnoistvo rozptylenych repetitivnych sekvencii.
V ludskom gendme su najpocetnejsie tieto typy:

e LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) — dlhé elementy schopné autonémnej
transpozicie, pretoZe obsahuju gény kédujlice enzymy (napr. reverznu transkriptazu), ktoré im
umoznuju presun.

e SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements) — kratke elementy (napr. Alu sekvencie), ktoré sa
presuvaju pomocou enzymov LINE prvkov, preto si neautonémne.

e LTR retrotranspozény — podobné retrovirusom, obsahuju dlhé terminalne opakovania (LTR).

e DNA transpozény — presuvali sa pomocou enzymu transpozazy, ale v [udskom genéme su uz

.....

Hoci dnes je vacsina transpozénov nefunkéng, ich stopy tvoria viac nez 40 % fudského genému. Ich
historicka aktivita vyznamne prispela k evolicii genému, no v niektorych pripadoch mézu byt
pri¢inou mutdcii alebo genetickych ochoreni, ak sa vloZia do funkénych génov.

Tandemové repetitivne sekvencie (satelitna DNA) su Useky DNA, kde sa urcity kratky motiv opakuje
viackrat za sebou, bez medzier, v tzv. tandemovom (vedla seba) usporiadani. Podla dfiky
opakovanej jednotky a celkového rozsahu delime tieto sekvencie na niekolko typov:

e Satelitna DNA sa zyvycajne sa nachadza v centromérach chromozémov, kde pomaha pri deleni
buniek (napr. pripojenie deliaceho aparatu). Jednotky mézu byt dlhé desiatky aZ stovky
bp a opakuju sa niekolko tisickrat. Satelitnd DNA prispieva k Struktirnej stabilite
chromozémov. Geneticky je velmi konzervovand, ale jej pocCetnost a usporiadanie mdze byt
medzi jednotlivcami odlisné.

e Minisatelity (VNTR - Variable Number Tandem Repeats) Nachadzaji sa casto
v subtelomerickych oblastiach (blizko koncov chromozémov), ale aj v inych ¢astiach genému,
Repetetivné jednotky maji 10-60 bp. Pocet opakovani je vysoko polymorfny — liSi sa medzi
jednotlivcami. VyuZivali sa ako prvé v forenznej genetike a testovani pribuznosti (tzv. DNA
odtlacky).

e Mikrosatelity (STR — Short Tandem Repeats) tvoria jednotky s dizkou 1-6 bp, najéastejsie (CA)n,
(GATA)n atd. Nachadzaju sa rovnomerne v celom gendme, vratane intrénov, niekedy aj
v regulacénych oblastiach. SU vysoko polymorfné — pocet opakovani sa liSi medzi jedincami.
Vyuzivaju sa prii identifikacii osob (forenzika), mapovani gendmu a diagnostike niektorych
ochoreni (napr. Huntingtonova choroba — expanzia trinukleotidovych repetic).

Aj ked' vacsina tychto tandemovych repeticii nekéduje proteiny, m6zu mat struktirnu dlohu (napr.
v centromérach a telomérach), regulacny vyznam (ovplyviiovanie expresie génov) av pripade
expanzie patologicky dopad. Niektoré genetické poruchy vznikaju nestabilitou repeticii — napriklad
expanzie trinukleotidovych repeticii, co vedie k neurodegenerativnym ochoreniam (napr.
Huntingtonova choroba, fragilny X syndrém).

Tandemové repetitivne sekvencie predstavuju vyznamnui zlozku gendmu, ktorda napriek svojej
nekddujucej povahe zohrdva klucové strukturne, evolucné aj medicinske ulohy. Ich vysoka
variabilita medzi jednotlivcami ich robi uZito¢nymi pri forenznej identifikacii aj pri Studiu genetickych
ochoreni.
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5. Pseudogény su neaktivne kdpie génov, ktoré stratili schopnost kédovat funkény produkt. Vznikli
duplikaciou alebo retrotranspoziciou. Niektoré mézu mat regulaénu tlohu (napr. ako zdroje siRNA).

6. RNA génové sekvencie (nekodujice RNA) su oblasti kodujtce rézne funkéné nekédujice RNA: tRNA,
rRNA, snRNA, snoRNA, miRNA, IncRNA a dalSie. Hoci neprodukuju proteiny, mnohé z tychto RNA
reguluju génovu expresiu alebo sa podielaju na Upravach RNA.

7. Segmentalne duplikacie (~5-6 %) su dlhé (>1 000 bp) duplikované tseky DNA, Casto s vysokou
podobnostou (>90 %). M6zZu byt zdrojom génovej inovacie, ale aj gendmovej nestability (spojené
s niektorymi genetickymi poruchami).

Ludsky gendm je z velkej casti tvoreny nekodujicou DNA, ktora vsak zohrdva doleziti regulacnu

a Struktdrnu udlohu. Kédujuce gény predstavuju iba maly zlomok, ale su uloZzené v rozsiahlom

a komplexnom kontexte regulacnych, repetitivnych a mobilnych sekvencii, ktoré ovplyvnuju ich
expresiu a evolu¢nu dynamiku (pozri pozri Tabulku €. 5 a Obrazok ¢. 6)

Tabulka €. 5. Struktira ludského genému

Typ sekvencie Priblizny podiel v genéme
Protein-kddujtice exony ~1,5-2 %

Regulacné sekvencie ~5-10 %

Introny ~20-25%

Repetitivna DNA (LINE, SINE...) >45 %

Satelitnd DNA ~3-5 %

RNA gény ~1-2%

Pseudogény a duplikacie ~5-6 %

Priblizny podiel v gendme ( %)

m Protein-kédujtice exény Regulaéné sekvencie
Intrény Repetitivna DNA (LINE, SINE...)
Satelitnd DNA W RNA gény

B Pseudogény a duplikdcie
Obradzok c. 6. Zastupenie r6znych typov sekvencii DNA v ludskom genome

Chromozémy su Struktiry tvorené DNA a proteinmi (najma histonmi), ktoré umoznuji kompaktné
usporiadanie genetickej informacie v jadre. DNA nie je v jadre volne uloZen3, ale je organizovana do
kompaktnej Struktiry nazyvanej chromatin, ktord umoznuje efektivne zabalenie dlhych molekul DNA do
jadra bunky a zaroven zabezpecuje pristup k jednotlivym génom podla potreby.

Zakladnou jednotkou chromatinu je nukleozém, ktory sa sklada z Useku DNA (priblizne 147 parov baz)
ovinutého 1,65-krat okolo oktaméru histénov — komplexu zlozeného z dvoch képii histénov H2A, H2B,
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H3 a H4. Medzi jednotlivymi nukleozémami sa nachadza tzv. linkerova DNA, ktora je viazana histénom
H1. Tento sp6sob vinutia DNA okolo histénov vytvara "perlovy nahrdelnik" — prvy stupen Spiralizacie.

Dal$im stupriom $piralizdcie je tvorba solenoidu — $truktury, kde sa nukleozémy usporadivaju do $piraly
(Spirdla Spirdly) s priemerom asi 30 nm. Tato Struktura sa dalej zhutriuje do hrubSieho vlakna, ktoré je
pripevnené na proteinovu kostru chromozému. Tento skelet umozniuje vznik chromatinovych sluciek,
ktoré sa dalej zbaluju, ¢im sa vytvara vysoko kondenzovany mitoticky chromozém, typicky pre fazu
delenia bunky (Obrazok ¢. 7).

Chromozdémy existuju v roznych stupfioch Spiralizécie v zavislosti od fazy bunkového cyklu:

Interfazové chromozémy (v obdobi medzi deleniami bunky) si menej kondenzované, ¢o umoziuje
aktivnu transkripciu génov a replikaciu DNA. V jadre sa chromatin vyskytuje ako:

e Euchromatin — svetlejsie sfarbeny, menej spiralizovany, transkripcne aktivny.
e Heterochromatin — tmavsie sfarbeny, viac spiralizovany, prevazne transkripéne neaktivny.

Mitotické chromozémy (v priebehu mitdzy alebo meidzy) su vysoko kondenzované a zviditelfiuju sa ako
charakteristické dvojramenné Struktury zloZzené z dvoch sesterskych chromatid spojenych
centromérou. V tomto stave nie je mozna transkripcia — ucelom Spiralizacie je zaistenie presného
rozdelenia genetickej informacie do dcérskych buniek.

Kazdy interfazicky chromozém je tvoreny jednou dlhou molekulou dvojvlaknovej DNA, ktora je
Spirdlovito zvinutd a obalend histénovymi proteinmi. Pocas bunkového delenia (najma v metafaze
mitdzy) sa chromatin kondenzuje a vytvara typicky tvarované chromozémy, ktoré su viditelné pod
svetelnym mikroskopom.

Kazdy chromozdm vstupujuci do mitdzy alebo meidzy ma dve chromatidy (sesterské chromatidy, dve
molekuly DNA su vysledkom replikacie, kazda chromatida sa sklada z jednej z nich) spojené v oblasti
nazyvanej centroméra. Tato oblast hra dolezitu ulohu pri rozdeleni chromatid poéas bunkového delenia.
Na koncoch chromozémov sa nachadzaju teloméry — opakujuce sa sekvencie DNA, ktoré chrania
chromatidy pred poskodenim a degraddciou. Pocas bunkového delenia sa chromozémy stdvaju
viditelnymi pod mikroskopom. Kazdy chromozdm ma typicky tvar a velkost. Podla polohy centroméry
sa deli na dve ramienka (Obrazok €. 7).

Chromatinové Solenoid Typy metafazickych chromozémov
slucky v karyotype cloveka

Metacentricky

p ramend
Oktamer
Nukleozom  histonov
\ g ramena
Linkerova Submetacentricky Akrocentricky
DNA

Obrdzok &, 7. Struktira a typy chromozémov. Typy chromozdémov sa uréuji podla polohy centroméry (na obrdzku
vyznacenej prerusovanou ciarou), centroméra oddeluje horné (p) a dolné (q) ramend chromozémov. Vytvorené
pomocou BioRender.com za vyuZitie https://freesvg.org (CC BY-SA 4.0)
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Karyotyp zahfia vSetky chromozémy jednej bunky. Normalny [udsky karyotyp obsahuje 46
chromozémov (23 pdarov): 22 parov autozémov a 1 par pohlavnych chromozémov (XX u zien, XY u
muzov). Karyotyp sa vizualizuje pri analyze metafazickych chromozémov, ked st chromozdmy najviac
Spiralizované a najlepsie rozlisitelné mikroskopicky (pozri Obrazok ¢. 8)

Studium karyotypu ma délezity vyznam v klinickej genetike a umozfiuje diagnostiku chromozomalnych
abnormalit, ako su trizdmie (napr. Downov syndrém — trizémia 21), delécie, duplikacie ¢i translokacie.
Laboratérne metddy cytogenetiky (veda Studujtica Strukturu, pocet a spravanie chromozémov) budu
rozobrané v kapitole €. 5.

3 Kl

K B €% a » X

J » R ¥ % »n

16 17

e

Xy

19 20 21 22

Obrazok c. 8. Karyotyp c¢loveka. Karyotyp zdravého muZa, G pruZkovanie umoZriuje odlisit jednotlivé chromozomy
(pozri kapitolu 5. Cytogenetické metddy). Zdroj https://commons.wikimedia.org (CC BY-SA 4.0)

2.3 Mutacie, ich typy, reparacia DNA

Mutdcie su trvalé zmeny v nukleotidovej sekvencii DNA. M6zZu ovplyvnit funkciu génov a tym aj fenotyp
organizmu. Niektoré mutécie su neutralne, iné mozu byt skodlivé alebo dokonca letalne. Na druhej
strane, mutacie su tiez zakladom genetickej variability a evoltcie. Mutacie m6zu vznikat spontanne
alebo su indukované vonkajsimi faktormi:

e Spontanne mutdcie vznikaju bez vonkajsieho zasahu, ¢asto v désledku chyb pri replikacii DNA alebo
spontannej chemickej zmeny baz (napr. deaminacia).
e Indukované mutacie su spdsobené mutagénmi — fyzikdlnymi, chemickymi alebo biologickymi
Cinitelmi:
Fyzikalne mutagény: ionizujlce Ziarenie (napr. RTG, gama Ziarenie), ultrafialové (UV) Ziarenie
Chemické mutagény: napr. alkylujuce latky, analégy bdz, interkalujuce latky
Biologické mutagény: niektoré virusy (napr. retrovirusy), transpozony

Mutacie mozno klasifikovat podla roznych kritérii:
a) Podla rozsahu zmeny:

e Génové (bodové) mutacie — postihuju jednotlivé nukleotidy alebo maly Usek DNA.

e Chromozémové mutacie — zmeny v Struktire chromozémov (napr. delécie, duplikacie, inverzie,
translokacie).
e Gendmové mutacie — zmeny v pocte chromozémov (napr. aneuploidie, polyploidie).
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b) Podla typu zmeny v sekvencii DNA:

e Substitucia (zamenna mutdcia) — zamena jedného nukleotidu za iny.

Ticha mutacia (silent) — nemeni sa aminokyselina.
Missense mutacia — zmena vedie k inej aminokyseline.
Nonsense mutacia — vznika stop-koddn, ¢o vedie k pred¢asnému ukonceniu translacie.

e Inzercia a delécia (indel) — vioZenie alebo vymazanie jedného alebo viacerych nukleotidov. Ak
ich pocet nie je nasobkom troch, spésobuje posun Citacieho ramca (frameshift).

Priklady jednotlivych typov mutacii st uvedené nizsie (Tabulka €. 6). Na interpretaciu mutacii pouZijeme
tabulku genetického kédu (Tabulka €. 7) alebo prehladny kruhovy graf (Obrazok €. 9)

Tabulka €. 6. Priklady génovych mutacii

Ticha mutacia:

Normalna sekvencia DNA:

Missense mutacia:

Nonsense mutdcia:

(delécia 1 bazy):

5'-ATG
5'-ATG

5'-ATG

5'-ATG

CCATTT GAG-3'
CCG TTT GAG - 3

- Met -Pro - Phe - Glu
—> Met - Pro - Phe - Glu

(zmena koddnu bez zmeny aminokyseliny)

CCATCT GAG - 3'

- Met -Pro-Ser-Glu

(zmena kodénu = zmenena aminokyselina)

CCATAAGAG-3'

- Met - Pro-STOP

(zmena kodénu - predcasné ukoncenie translacie)

Posun citacieho ramca

5'-ATG CATTTG AG... - Met-His- Leu
(Uplne ina sekvencia aminokyselin)

Tabulka ¢. 7. Geneticky kéd
Vsetky tripletové sekvencie st z vidkna DNA (5 = 3°), ATG je Startovaci koddn — zacina transldciu a kdduje

metionin, TAA, TAG, TGA su stop koddny, ktoré ukoncuju syntézu bielkoviny.

Aminokyselina Koddény (DNA triplet, 5’ | Aminokyselina Kodoény (DNA triplet, 5’
->3) ->3)

Phe (fenylalanin) TTT TTC Gln (glutamin) CAA CAG

. TTA TTG CTT CTC .
Leu (leucin) CTA CTG Asn (asparagin) AAT AAC
lle (izoleucin) ATT ATC ATA Lys (lyzin) AAA  AAG
Met (metionin) % ATG Asp (kys. asparagovd) | GAT GAC
Val (valin) GTT GTC GTA GTG | Glu (kys. glutamova) GAA GAG

. TCT TCC TCA TCG .
Ser (serin) AGT AGC Cys (cystein) TGT TGC
Pro (prolin) CCT CCC CCA CCG | Trp (tryptofan) TGG
. . . CGT CGC CGA

Thr (threonin) ACT ACC ACA ACG | Arg (arginin) CGG AGA AGG

. GCT GCC GCA . GGT GGC GGA
Ala (alanin) GCG Gly (glycin) GGG
Tyr (tyrosin) TAT TAC Stop (terminator) TAA TAG TGA
His (histidin) CAT CAC
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) " p- Start
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Obradzok & 9. Geneticky koéd. Koddny st uvedené ako sekvencie RNA vsmere 5 = 3’ Vytvorené pomocou
BioRender.com.

Tabulka €. 8 zobrazuje sposob zapisu roznych typov mutacii podla vysledkov sekvenovania, v sulade
s odporucaniami HGVS (Human Genome Variation Society) a Standardmi uvadzanymi v medzinarodnej
vedeckej literature.

Génové mutdacie podla ich vplyvu na bunku mozno rozdelit na:

e Neutrdlne mutacie — nemaju vyznamny dopad na funkciu proteinu.
e Beneficné mutdcie — zlepsuju funkciu alebo prinasaju vyhodu.
e Delecné mutacie — znizuju alebo eliminuju funkciu génu.

Bunky disponuju G¢innymi mechanizmami opravy DNA, ktoré slizZia na zachovanie integrity genetickej
informacie. Zlyhanie tychto mechanizmov méze viest k akumulécii mutécii a vzniku choréb, vratane
rakoviny.Medzi hlavné typy reparacie DNA patria:

a) Priama oprava poskodenia, napr. fotoreaktivacia, pri ktorej enzym fotolyaza opravuje diméry tyminu
vzniknuté UV Ziarenim.

b) Excizia poskodeného useku:
e Oprava exciziou baz (BER) — odstranuje poskodené bazy (napr. uracil namiesto cytozinu)
pomocou DNA glykozylaz.
e Oprava exciziou nukleotidov (NER) — odstrafiuje objemné poskodenia DNA, napr. UV diméry,
pomocou endonukledz, helikdz a polymerdz. Schéma opravy poskodenia DNA exciziou (NER) je
na Obrazku ¢ 10.

c) Mismatch repair (MMR) — opravuje chybne sparované nukleotidy vzniknuté pri replikacii DNA.

d) Oprava dvojviaknovych zlomov:
e Homoldgna rekombinacia (HR) — presny mechanizmus vyuZivajuci sesterski chromatidu ako
templat.
e Nehomologné spojenie koncov (NHEJ) — rychly, ale menej presny mechanizmus, ktory moze
viest k deléciam alebo inzerciam.

Reparacné mechanizmy su nevyhnutné pre preZitie bunky a udrZanie stability gendmu. Defekty v tychto
systémoch su asociované s viacerymi genetickymi poruchami, ako je napriklad xeroderma pigmentosum
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(defekt v NER) alebo Lynchov syndrom (defekt v MMR), ktoré vyrazne zvysuju riziko vzniku nadorovych

ochoreni.

Tabulka ¢. 8. Sp6sob zapisu roznych typov mutdcii podla vysledkov sekvenovania

Typ mutacie

Priklad zapisu

Vyznam

Substiticia (zdmenna)

Cc.76A>T

Na pozicii 76 v kddujicej DNA sa adenin (A)
zamenil za tymin (T).

Ticha (synonymna)

€.252C>T (p.Gly84=)

Zmena nukleotidu nemeni aminokyselinu (glycin
zostava glycinom).

Missense (so zmenou
smyslu)

¢.35G>A (p.Gly12Asp)

Glycin v pozicii 12 je nahradeny aspartdtom
(zmena aminokyseliny).

Nonsense
(nezmyselna)

c.112C>T (p.Arg38%*)

Premena koddnu na stop kodén — predéasné
ukonéenie translacie.

. . c.76_78del Odstranené nukleotidy 76 aZ 78.
Delécia
€.100delG Odstraneny jeden nukleotid G na pozicii 100.
. ¢.83_90insG VloZeny nukleotid G medzi pozicie 89 a 90.
Insercia

€.123_124insAAG

VloZené tri nukleotidy (AAG).

Delicia + insercia

c.76_78delinsTT

Nukleotidy 76—78 boli nahradené sekvenciou TT.

Duplikacia

¢.150dupT
€.200_202dup

Duplikovany nukleotid T na pozicii 150.
Duplikacia troch nukleotidov (200 az 202).

Frameshift (posun c.35delG Delécia spbsobila posun citacieho rdmca a vznik
ramca) (p.Gly12Valfs*5) stop koddnu po 5 AMK.
Mutac'la v nekodujuce] g.321A>T Genomicka mutacia mimo kédujlcej oblasti.
oblasti

c.88+1G>A Mutacia v mieste donorového splice site (pozicia
Mutdcia v intréne +1 za exonom 88).

c.89-2A>G Mutécia v akceptorovom splice site (2 nukleotidy

pred exondm 89).

Legenda formdtov zdpisu:

c. = kdédujuca DNA sekvencia

g. = genomickd DNA

p. = proteinovd sekvencia

== aminokyselina sa nezmenila

* = stop kodon

fs = frameshift (posun citacieho ramca)

Mutdcie zndme ako chromozomalne mutacie su zistitelné na drovni cytogenetického vysSetrenia

Vv

znazornené na Obrdazku €. 11 a ich detekcia bude podrobnejsie rozobrand v kapitole 5.
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Obrdzok ¢ 10. Oprava exciziou nukleotidov (NER). Vytvorené pomocou BioRender.com.

Delécia [ABCDEF] > [ABEF]

Duplikacia [ABCD] - [ABBCD]

Inverzia [ABCD] - [ADCB]

Translokacia [Chromozom 1: A B C] + [Chromozém 2: XY Z]

[Chromozom 1: A B Z] + [Chromozom 2: X Y C]

Obrazok ¢. 11. Priklady chromozomovych mutdcii. Velkymi pismenami su oznacené jednotlivé Casti chromozomov.

Gendmové mutacie su zmeny, ktoré zasahuju cely pocet chromozémov alebo celé gendmy. Ide
o numerické (pocetné) poruchy chromozémov, ktoré vedu k zmene poctu chromozémov v burkach:
e Tykaju sa poc¢tu chromozémov, nie ich Struktury.
e Vznikaju pri chybnych deleniach buniek (najma pri meidze).
e Vedu k aneuploidiam (pridanie alebo strata jednotlivého chromozému) alebo polyploididam
(znasobenie celej chromozémovej sady).
o Casto sp6sobuju zavazné vyvojové poruchy alebo neplodnost.

Priklady gendmovych mutacii su:
e Trizdmia 21 — Downov syndrém (3 kdpie chromozému 21)
e Monozémia X — Turnerov syndrédm (chybajuci jeden X chromozdém u Zien)
e Trizodmia 18 — Edwardsov syndrom
e Triploidia — cely gendm je pritomny 3x (napr. 69 chromozémov u ¢loveka)
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2.4 Dedi¢nost’ a Mendelove zakony

Zakladnym principom genetiky je dedi¢nost — teda prenos genetickych informdcii z rodi¢ov na potomkov.
Tieto informacie su uloZené v molekuldch DNA, ktoré sa nachadzaju vchromozémoch v jadre
buniek.Kazdy organizmus zdedi urciti kombinaciu génov od svojich rodicov, ¢o ovplyviiuje jeho
vlastnosti—nazyvané znaky. Znaky mozu byt vonkajsie (napr. farba o¢i ) alebo vnutorné (napr. schopnost
produkovat urcity enzym).

Na pochopenie nasledujuceho vykladu potrebujeme poznat tieto pojmy:

e Gén - zdkladnd jednotka dedicnosti, Gsek DNA kdédujuci urcity znak.

e Alely —r6zne formy toho istého génu (napr. alela pre zelené vs. Zlté semena).

e Genotyp — geneticka vybava organizmu (napr. AA, Aa, aa).

e Homozygot — jedinec s dvoma rovnakymi alelami (AA alebo aa).

e Heterozygot — jedinec s dvoma rozdielnymi alelami (Aa).

e Dominantna alela — prejavi sa vidy, aj ked je u heterozygota pritomna len v jednej képii (Aa).
e Recesivna alela — prejavi sa len v pripade homozygotného genotypu (napr. aa).

e Fenotyp — vonkajsi prejav znaku, ktory vyplyva z genotypu (napr. ZIté semena).

Gregor Johann Mendel (1822 - 1884) bol mnich a vedec, ktory je povaZovany za zakladatela modernej
genetiky. Svoje pokusy vykonaval na hrachu siatom (Pisum sativum) v Brne, kde sledoval dedenie
urcitych znakov medzi generaciami. Na zaklade svojich pozorovani formuloval tri zakladné zakony
dedicnosti, ktoré sa dnes oznacuju ako Mendelove zdkony:

Zakon jednotnosti (1. Mendelov zakon)

Pri krizeni dvoch homozygotnych rodicov s rozdielnymi alelami pre jeden znak (napr. AA x aa) su vsetci
potomkovia v prvej filidlnej generacii (F1) geneticky rovnaki — heterozygotni (Aa) a prejavuje sa u nich
dominantnad alela. Tento zdkon plati za predpokladu Uplnej dominancie jednej alely nad druhou.

Zakon stiepenia (2. Mendelov zakon)

Pri krizeni dvoch heterozygotov (Aa x Aa) vznika v druhej generacii (F,) Stiepenie genotypov a fenotypov
v urcitom pomere. Typicky fenotypovy pomer pri Uplnej dominancii a pri jednom znaku je 3 : 1
(dominantny : recesivny). Genotypovy pomerje1l:2:1 (AA: Aa: aa).

Zakon volnej kombinovatelnosti alel (3. Mendelov zakon)

Ak sledujeme dedenie viacerych znakov sucasne (dihybridizmus, trihybridizmus), alely jednotlivych
génov sa kombinuju do gamét nezdvisle od seba, ak sa nachadzaju na réznych chromozémoch. Pri
dihybridnom krizeni (napr. AaBb x AaBb) je typicky fenotypovy pomer9:3:3:1.

Mendelove zdkony predstavuju zdklad klasickej (mendelovskej) genetiky. Hoci neskér boli objavené
odchylky od tychto zdkonov (napr. neliplnd dominancia, kodominancia, génova vazba, viazanost génov
na pohlavie), Mendelove experimenty poloZili pevny zaklad pre pochopenie mechanizmov dedi¢nosti.
Dnes su tieto principy kfucové pre mnohé biologické discipliny, vratane Slachtenia, mediciny a
biotechnoldgii.

Uplna (alebo kompletnd) dominancia nastdva vtedy, ked dominantnad alela plne potla¢a prejav
recesivnej alely v heterozygotnom jedincovi. To znamena, Ze dominantna alela sa prejavi vo fenotype,
aj ked' je pritomna len v jednej kdpii, zatial ¢o recesivna alela sa prejavi len v pripade homozygotného
vyskytu (Obrazok ¢. 12).

Neuplna dominancia nastava, ked Ziadna alela Uplne neprevaZzuje nad druhou. Heterozygotny jedinec
ma potom fenotyp, ktory je medzi¢lankom medzi oboma rodi¢ovskymi znakmi. Tento jav sa oznacuje aj
ako intermediarna dedi¢nost (Obrazok €. 13).

Spatné krizenie jedinca s dominantnym fenotypom s recesivnym homozygotnym jedincom odhali jeho
genotyp. Pokial bol testovany jedinec dominantny homozygot, vietci potomkovia budi mat jednotny
dominantny fenotyp (AA x aa - vSetci potomkovia Aa). Ak bol testovany jedinec heterozygot,
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potomstvo bude z polovice dominantného fenotypu a z polovice recesivheho genotypu (Aa x aa >
polovica Aa, polovica aa = pomer 1: 1 dominantny : recesivny).

Punnettov Stvorec je jednoducha tabulka, ktora slGZi na vizudlne zndzornenie moznych kombindcii alel
pri pohlavhom rozmnoZovani. UmoZfiuje urcit pravdepodobnost vyskytu rdznych genotypov

a fenotypov v potomstve.

Pomocou Punnetovych Stvorcov st na Obrazku €. 12 zndzornené jednotlivé typy kriZzenia v nadvaznosti
na Mendelove zakony, na Obrazku €. 13 potom vyznam spatného krizenia a rozdiel medzi Uplnou a

neuplnou dominanciou.
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Obrazok ¢. 12. Typy krizenia a Mendelove zdkony, upind dominancia.
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Obrdzok & 13. Spéitné kriZenie, tplnd a netplnég dominancia. A/ ZItd farba strukov je pri hrachu znakom upinej
dominancie a je determinovand alelou Y. Pri tiplnej dominanci nie je moZné odlisit dominantného homozygota od
heterozygota podla fenotypu, mozno ich rozlisit len spétnym kriZzenim (B ako backcross) s recesivne homozygotnym
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rodi¢om. B/ Pri netplnej dominanci je fenotyp heterozygotov lahko odlisitelny, je intermedidrny v porovnani
s homozygotmi oboch typov. Vytvorené s vyuZitim wikimedia.org, Pbroks13, CC BY-SA 3.0 a wikimedia.org,
RudLus02, CC BY-SA 4.0

2.5 Epigenetika

Epigenetika predstavuje oblast bioldgie, ktorad sa zaobera dedicnymi zmenami génovej expresie, ku
ktorym dochadza bez zmeny primarnej sekvencie DNA. Tieto zmeny ovplyviuju, ktoré gény su
v konkrétnej bunke aktivne a ktoré umicané, pricom hraju zasadnu tlohu vo vyvoji, diferencidcii buniek
a udrziavani ich identity. Epigenetické mechanizmy su nevyhnutné pre spravne fungovanie organizmu
a narusenia tychto procesov modze viest k réznym chorobdm vratane vyvojovych syndrémov,
neuropsychiatrickych poruch ¢i nddorovych ochoreni.

Medzi hlavné epigenetické mechanizmy patri najmad metylacia DNA, Uprava histénovych proteinov
a regulacia génovej expresie prostrednictvom nekddujucich RNA. Najlepsie preskimanym a najcastejsie
sledovanym epigenetickym znakom je metylacia cytozinov v CpG dinukleotidoch, ktord zvycajne vedie
k umléaniu génovej expresie. Epigenetické znacky su dynamické — mozu byt reverzibilné, ale zéroven
mézu byt stabilne prendsané pocas bunkového delenia, &im vytvaraja tzv. epigenetickd pamit.
Genomicky imprinting je epigeneticky jav, pri ktorom dochadza k monoalelickej expresii génu
v zdvislosti od rodi¢ovského povodu. To znamena, Ze z dvoch alel jedného génu — materskej a otcovskej
—je aktivnaiba jedna, zatial ¢o druhd je epigeneticky uml¢ana, zvyc€ajne prostrednictvom DNA metylacie.
Tento stav je normalny a fyziologicky a tyka sa priblizne 1 % ludskych génov.

Imprintované gény maju Specifické regulacné oblasti nazyvané diferencialne metylované oblasti (DMR
—differentially methylated regions), ktoré nesu rodic¢ovsky Specificky metylacny vzor. Tento epigeneticky
stav je rozhodujuci pre spravnu expresiu génu a jeho narusenie mozZe viest k zadvaznym vyvojovym
porucham.

Pocas gametogenézy — vyvoja zarodocnych buniek (spermie a vajicka) — prechadza genédm epigenetickou
reprogramaciou. Znamena to, Ze povodny metylacny imprint je vo vznikajucich gamétach vymazany,
a nasledne je znovu zavedeny podla pohlavia:

e v muiskych gamétach (spermatogenéza) sa nastavuju otcovské imprinty,
e v Zenskych gamétach (oogenéza) sa nastavuju materské imprinty.

V Case oplodnenia teda vznika zygota, ktora obsahuje spravny metylacny vzor — jednu matersku a jednu
otcovsku alelu s prislusShou metylaciou (Obrazok €. 14). Ak dojde k chybe v tomto procese (napr. zlyha
demetyldcia, remetylacny mechanizmus alebo dojde k uniparentdlnej dizdmii (UPD) , ked oba
chromozémy pochédzaju od toho istého rodi¢a), dosledkom mézu byt imprintingové syndréomy.

Medzi najznamejsie syndromy spésobené chybami v imprintingu patria:

e Praderov-Williho syndréom (PWS) — vznika pri chybajicej expresii otcovskych génov v oblasti
15q11—q13, zvycajne v dosledku delécie otcovského alelického segmentu, maternalnou
uniparentalnou dizémiou (UPD) alebo epimutéciou. Priznaky: hypotonus novorodenca, poruchy
prijmu potravy v novorodeneckom obdobi, nasledne hyperfagia a obezita, mentalna retardacia,
hypogonadizmus a poruchy spravania.

e Angelmanov syndrom (AS) — opacna situacia k PWS; je dosledkom chybajlcej expresie
materského génu UBE3A v rovnakej oblasti. Priznaky: tazka mentalna retardacia, poruchy reci,
epilepsia, charakteristické motorické prejavy, zachvaty smiechu, poruchy rovnovahy.

¢ Beckwithov-Wiedemannov syndrom (BWS) — suvisi s poruchami metylacie v oblasti 11p15,
ktord obsahuje gény regulujuce rast, IGF2 (otcovsky exprimovany) a CDKN1C (matersky
exprimovany). Priznaky: tazka mentélna retardacia, poruchy redi, epilepsia, charakteristické
motorické prejavy, zdchvaty smiechu, poruchy rovnovahy.

e Silver-Russellov syndrém (SRS) — charakterizovany intrauterinnou a postnatdlnou rastovou
retarddciou, ¢asto spojeny s hypometyldciou imprintingovej oblasti H19/IGF2 na chromozéme
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11p15 alebo UPD chromozdmu 7. Priznaky: nizka porodna hmotnost, poruchy rastu, asymetria
koncatin, typickd trojuholnikova tvar, nizky rast bez postnatalneho dobehnutia, nizka svalova
hmota.
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Obrazok ¢. 14. Imprintované gény pocas gametogenézy a vyvoja jedinca. VVytvorené pomocou BioRender.com.

Epigenetické zmeny, najma abnormalna DNA metyldacia, zohravaju kl'i€ovu ulohu v iniciacii aj progresii
nadorového procesu. Na rozdiel od genetickych mutdcii, ktoré menia sekvenciu DNA, epigenetické
poruchy nemenia samotny geneticky kéd, ale ovplyvriuju sposob citania a expresie génov. V nadorovych
bunkach sa ¢asto pozoruje dvojity fenomén — na jednej strane globalna hypometylacia genému, a na
druhej strane lokalna hypermetyldcia v prométorovych oblastiach urcitych génov.

Hypometyldcia - globalne zniZenie hladiny metylacie, najma v oblastiach tzv. repetitivnych sekvencii, je
Castym znakom ndadorovych buniek. Dosledkom mozZe byt gendmova nestabilita, reaktivacia
transpozonov a zvysené riziko chromozomalnych prestavieb. Okrem toho mozZe hypometylacia viest
k abnormalnej expresii onkogénov, ktoré su za fyziologickych podmienok umlc¢ané.

Naopak, v nadorovych bunkach c¢asto dochadza k aberantnej hypermetylacii CpG ostrovcekov
v prométoroch génov, ktoré maju ochrannu funkciu — napriklad génov zodpovednych za opravu DNA
(napr. MLH1), regulaciu bunkového cyklu (napr. COKN2A/p16) alebo apoptdzu. Metylaciou promdtora
dochadza k umléaniu expresie tychto génov, o poskytuje bunkdm proliferativnu vyhodu a umoznuje
im unikat fyziologickej kontrole.

Tieto metylacné zmeny mozu sluzit ako nadorové biomarkery s vyuzitim v skriningu, diagnostike,
progndze aj monitorovani lie¢by. Napriklad:

e Hypermethylacia MLH1 je jednym z hlavnych mechanizmov vzniku tzv. sporadickej
mikrosatelitovej nestability (MSI) pri kolorektalnom karcinéme.
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o Metylacia promaétora SEPT9 sa vyuZiva ako neinvazivny biomarker v skriningu kolorektalneho
karcindmu z periférnej krvi.

Tieto poznatky viedli aj k vyvoju tzv. epigenetickej terapie, teda liekov, ktoré dokazu reverzibilne menit
metylacny stav DNA. Patria sem napriklad inhibitory DNA metyltransferaz (napr. azacytidin, decitabin),
ktoré sa uZz vyuzivaju v lieCbe niektorych hematologickych malignit (napr. myelodysplastického
syndromu).

Tieto priklady ukazuju, Zze epigenetické zmeny mézu mat podobne zavainé doésledky ako klasické
genetické mutacie. Preto je nevyhnutné venovat sa ich analyze aj v rdmci molekuldrnej genetiky.
V kapitole 6 sa budeme venovat metdédam, ktoré umozriuju detekciu metylacie DNA, vratane
bisulfitovej konverzie, metdd zaloZenych na PCR, sekvenovani alebo hybridizacii.

2.6. Struéné zaklady populac¢nej genetiky

Populacna genetika je vedny odbor, ktory sa zaobera stidiom genetickej Struktury populdcii a jej zmien
v Case. Na rozdiel od klasickej genetiky, ktora sa zameriava na dedenie znakov u jednotlivcov, populacna
genetika analyzuje frekvencie alel a genotypov v skupinach jedincov a sleduje, ako su ovplyviiované
réznymi evolu¢nymi silami, ako su mutacia, selekcia, migracia, geneticky drift ¢i spésob reprodukcie.
Zakladnym modelom, ktory slizi ako vychodisko pre stidium tychto procesov, je Hardyho-Weinbergov
zakon. Tento zdkon opisuje, ako sa v idedlnej populdcii zachovavaju frekvencie alel a genotypov
z generdcie na generdciu, ak neexistuju vonkajsie faktory, ktoré by tuto rovnovahu narusili. Rovnica pre
dvojalelovy systém (napr. alely A a g) m4d tvar:

p?+2pq+q*=1,

kde p a g su frekvencie alel A a g, pricom p + g = 1. Vyrazy v rovnici predstavuju ocakavané frekvencie
genotypov AA (p?), Aa (2pq) a aa (g?) v populacii (Obrazok €. 15).

Podmienky platnosti Hardyho-Weinbergovho zakona su nasledovné:

1. Ziadna mutécia — alely sa nemenia na iné alely.

2. Ziadna selekcia — vietky genotypy maju rovnaku $ancu prefit a rozmnofit sa.

3. Ziadna migracia — neexistuje prisun alebo odchod jedincov, ktory by ovplyvnil genetické zloZenie
populdcie.

4. Velka (idedlne nekonecnd) populacia —zabezpecuje, Ze neprevazuji nahodné vykyvy (geneticky
drift).

5. Nahodné parenie — partneri sa nevyberaju na zaklade genetickej vybavy.

V praxi tieto podmienky nie su nikdy Uplne splnené, ale model Hardyho-Weinberga je cennym
referencnym rdmcom. Odchylky od rovnovahy signalizuju, Ze na populdciu pésobia urcité evolucné
faktory, ktoré menia genetické zloZenie populacie.

Hardyho-Weinbergov model sa da rozsirit aj na systémy s viacerymi alelami (Obrazok €. 15). Ak sa
napriklad v populdcii vyskytuju tri alely urcitého génu — oznacme ich A, A; a Az s frekvenciamip, gar
(pricom p + g + r = 1), potom ocakavané genotypové frekvencie su:

PZan) + A%aa) + P (aa,) + 2PG(an,) + 2PF(aA,) + 20 (a8, = 1

Tento model sa vyuziva napriklad pri analyze krvnych skupin, kde sa v populacii bezne vyskytuju viaceré
alelické varianty génu pre krvny systém ABO.

Jeden z najznamejsich prikladov, kde Hardyho-Weinbergov model poméha porozumiet genetickym
javom v populdcii, je pripad autozomalne recesivnej choroby kosacikovitej anémie v suvislosti s
malariou. Kosacikovita anémia je sposobenad bodovou mutaciou v géne pre beta-retazec hemoglobinu.
Homozygoti pre mutaciu trpia zavainym ochorenim, ktoré vyrazne skracuje dizku Zivota. Avsak
heterozygoti, ktori maju jednu normalnu a jednu mutovanu alelu, nevykazuju priznaky choroby alebo
maju len mierne tazkosti, no zarover ziskavaju &iastoénli odolnost voéi infekcii malariou. Vznika
situdcia, kedy heterozygot ma vyssiu biologickl zdatnost neZz oba homozygotné stavy. V oblastiach s
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vysokym vyskytom malarie, ako je subsaharska Afrika, predstavuje tato ochrana seleként vyhodu, vdaka
ktorej sa mutovana alela udrZzuje v populdcii na vyssej frekvencii, nez by sa oc¢akavalo len na zaklade
nahodnych mutacii. Tento jav sa oznacuje ako vyvaieny polymorfizmus. Kosacikovita anémia tak
demonstruje, ako selekény tlak — v tomto pripade infekéné ochorenie — moze formovat geneticku
Struktdru populacie.

2 alely 3 alely
s@-
, r®
q|®
) p@
p q r p q ro s

Obrazok ¢. 15. Odvodenie tvaru rovnice na popis populdcie v Hardyho-Weinbergovom rovnovdZnom stave pre
bialelické a viacelelické systémy. Frekvencia jednotlivych aliel je p, g, r a s. Modifikovdné podla Noah A. Rosenberg,
Jonathan T. L. Kang: Genetic Diversity and Societally Important Disparities GENETICS, 2015 vol. 201, no. 1. 1-12
a wikimedia.com, CCO 1.0.

Vyznam populacnej genetiky vSak presahuje rdmec evoluénych tvah. Ma velky vyznam aj pre medicinu
a verejné zdravie, najma pri odhade frekvencie prenasacov autozomalne recesivnych ochoreni. Tieto
ochorenia sa klinicky prejavia len v pripade, Ze jednotlivec zdedi dve mutované alely — teda je
homozygétom. Prendsaci, ktori maju len jednu képiu mutovanej alely, su zvycajne zdravi, ale m6zu
mutdciu preniest na potomkov. Pomocou Hardyho-Weinbergovej rovnice moino z frekvencie
postihnutych jedincov (g?) vypoéitat frekvenciu prenasacov (2pq), ¢o ma velky vyznam pre genetické
poradenstvo, populaény screening ¢i pldnovanie preventivnych opatreni.

Napriklad, ak je vyskyt uréitého autozomalne recesivneho ochorenia 1:10 000 (teda g2 = 0,0001), potom
g = 0,01 a p = 0,99. Frekvencia prenasacov (2pq) bude priblizne 0,0198, teda takmer 2 % populacie su
prendsaci —jeden z 50 ludi.

Mozno konstatovat, Ze znalost zakladov populacnej genetiky je nevyhnutna pre pochopenie evoluénych
mechanizmov, ktoré ovplyviuju genetickd diverzitu populacii, ako aj pre aplikacie v humannej genetike,
kde umozriuje lepsie planovat prevenciu dedi¢nych ochoreni a znizovat ich vyskyt prostrednictvom
informovaného rozhodovania. Hardyho-Weinbergov zdkon zostadva zakladnym analytickym nastrojom
na identifikaciu genetickych nerovnovah a odhadovanie genotypovych struktir v realnych populdciach.

28


http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
http://www.genetics.org/content/201/1/1.figures-only
https://en.wikipedia.org/wiki/en:Creative_Commons
https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/deed.en

3. Typy genetickych ochoreni

3.1 Monogénové ochorenia

Monogénové (monogénne) ochorenia su dedi¢né choroby sposobené mutaciou v jednom konkrétnom
géne. Na rozdiel od polygénovych alebo multifaktorialnych ochoreni (ktoré su vysledkom posobenia
viacerych génov a faktorov prostredia), monogénové ochorenia maju jasne definovany geneticky
povod. Tieto ochorenia sa dedia podla pravidiel mendelovskej dedi¢nosti, a preto ich ¢asto oznacujeme
aj ako mendelovské ochorenia.

Doteraz bolo identifikovanych viac nez 10 000 monogénovych ochoreni, pricom toto cislo neustale
rastie vdaka pokroku v genetike a sekvenovani DNA. Mnohé z tychto poruch su zriedkavé, no spolu
postihuju miliény fudi po celom svete. KIicovym nastrojom pre vedcov aj klinikov je databaza OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) — verejne dostupny online kataldg, ktory zhromazduje podrobné
informacie o ludskych génoch a genetickych ochoreniach. OMIM pomaha porozumiet genetickému
zakladu choréb, podporuje diagnostiku a vyskum a je neocenitelnym zdrojom v oblasti klinickej genetiky.
Monogénové ochorenia sa mozu dedit réznymi spbsobmi v zavislosti od toho, na ktorom chromozéme
sa poSkodeny gén nachddza a Ci je alela dominantna alebo recesivna.

Autozomadlne dominantna dedic¢nost

e Ochorenie sa prejavi uz pri jednej képii mutovanej alely (heterozygot),

e Jeden zrodicov je spravidla tiez postihnuty.

e Riziko prenosu na potomka od postihnutého rodica je 50 % pri kazdom tehotenstve.
Priklady vybranych autozomalne dominantnych choréb uvadza nasledujtca Tabulka €. 9:

. . Gé -y . - -
Ndazov ochorenia en Cely nazov génu Strucna charakteristika
(skratka)

Huntingtonova HTT T Neurodegelnerallaa, ,mlmovolne pohy!c)y,
choroba zmeny spravania, nastup v dospelosti
Marfa’nov FBN1 Fibrillin-1 Poruc,ha spojiva, dlhé kovncatllny,
syndrém problémy so srdcom a o¢ami
AT EE FGFR3 Fibroblast Growth P'orucha VYVI,nu kos'gv,,kratke koncatiny,

Factor Receptor 3 disproporcny trpasli¢i vzrast

Autozomadlne recesivna dediénost

e Ochorenie sa prejavi len v pripade, Ze jedinec zdedi dve mutované alely (homozygot).
e Rodicia su zvycajne zdravi prenasaci.
e Riziko prenosu na potomka je 25 %, ak su obaja rodicia prenasaci.

Priklady vybranych autozomalne dominantnych choréb uvadza nasledujtca Tabulka ¢. 10:

Nazov ochorenia (C:,‘Ia(:atka) Cely nazov génu Strucnd charakteristika
Cystic Fibrosis Husty hlien, opakované plucne
Cysticka fibréza  CFTR Transmembrane infekcie, poruchy travenia,
Conductance Regulator neplodnost u muzov
Fenylketondiria Po,rucha mlevtab,olizmu fenylalaninu,
(PKU) PAH Phenylalanine Hydroxylase  diéta je klticova pre prevenciu
mentalnej retardacie
Albinizmus TYR ARSI Porucha tvorby melaninu — svetla
(OCA1) pokozka, vlasy, poruchy zraku
Hromadenie gangliozidov
Tay-Sachsova HEXA Hexosaminidase A v neurénoch, mentalna a motoricka
choroba . ,
degeneracia, smrt v detstve
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X-recesivna dedi¢nost

e Mutovany gén sa nachddza na pohlavhom chromozéme X.
e Postihnuti su vacSinou muzi, pretoZze maju len jeden X chromozém.

sv v

e Zeny su &asto prenasacky a zriedkavo prejavia mierne priznaky.

Priklady vybranych X-recesivnych choréb uvadza nasledujuca Tabulka €. 11:

Nazov ochorenia Gén (skratka) Cely nazov génu Strucna charakteristika
- . P ha zrazania krvi — ¢asté
Hemofilia A F8 Coagulation Factor Vil or'uc a' zraze?m? iy caste
krvacania, najma do klbov
- . Podobna ako h filia A, odlisny
Hemofilia B F9 Coagulation Factor IX O, ° 'rja'a © hemotilia A, odlisny
chybajuci faktor
Duchennova Postupna svalova degeneracia,
X . DMD Dystrophin strata chodze, skoré umrtie
svalova dystrofia
u chlapcov
Daltonizmus OPN1LW, Opsin 1, Long/Medium  Porucha rozlisenia ¢ervenej
(Cerveno-zeleny) OPNIMW Wave Sensitive a zelenej farby, najma u muzov

X-dominantna dediénost

e Pri X-dominantnej dedi¢nosti staci jedna mutovana alela na X chromozéme, aby sa ochorenie
prejavilo.
e Ochorenie sa méze prejavit u Zien aj muzov, avsak:
o Muii byvaju ¢asto postihnuti tazsie, pretoZe maju len jeden X chromozém.
o Zeny mdiu mat miernejsi priebeh alebo ¢iastoény prejav v désledku inaktivacie jedného
X chromozému ako kompenzacii davky X-chromozémovych génov u Zien (lyonizacii)
e Ak je matka postihnutj, riziko prenosu na potomka (muza aj Zenu) je 50 %.
e Ak je postihnuty otec, vSetky dcéry budu postihnuté, ale Ziadny syn (dedi Y chromozdm).

Priklady vybranych X-dominantnych choréb uvadza nasledujica Tabulka €. 12:

Nazov Gén

. Cely nazov génu Strucna charakteristika
ochorenia (skratka) y g

Porucha z autistického spektra, mentalna

Rettov syndrom MECP2 Meth)./l CpG Binding regresia najma u dievcat, poruchy reci,
Protein 2 7
stereotypné pohyby
Inhibitor of Nuclear

Incontinentia IKBKG
pigmenti (NEMO)

Kozné a neurologické priznaky u dievcat,

Factor K B Ki . iy
actor Rappa = Rinase letdlne pre muzské plody

Subunit Gamma

Y-viazana dediénost

e Gén spbsobujuci ochorenie sa nachadza na Y chromozéme, ktory maju iba muii.

e Ochorenie sa prenasa vyhradne z otca na syna — nikdy na dcéry.

e Zeny nemdzu byt prenasacky ani postihnuté.

e Y-viazané ochorenia su velmi zriedkavé, kedZe Y chromozém obsahuje malo génov.

Priklad Y-viazanej dedi¢nosti uvadza nasledujuca Tabulka €. 13:

. . Gén . . v . -
Nazov ochorenia Cely nazov génu Strucna charakteristika
(skratka)
L én nespecifikovany, Nadmerné ochlpenie usnych
Hypertrich6za (Yq (9 . i ,f % , 2 Sy v
. . . , lokalizovany na dlhom boltcov, dedi sa vyluéne z otca
usnej musle oblast)
ramene Y) na syna
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Monogénové ochorenia sa diagnostikuju:

e genetickymi testami (napr. PCR, sekvenovanie DNA),

e prenatalnou diagnostikou (odber choriovych klkov, amniocentéza),

e novorodeneckym skriningom (napr. fenylketonuria, cysticka fibréza),
e rodinnou anamnézou a klinickym obrazom.

Liecba monogénovych ochoreni zavisi od konkrétneho ochorenia. Mnohé z nich nie su vyliecitelnhé, no
je mozné:

e zmiernit priznaky (napr. diéta pri fenylketonurii),

¢ nahradit chybajlce latky (napr. podavanie faktorov zrazania pri hemofilii),

e vyuzivat génovu terapiu (v $tadiu vyvoja alebo klinickych skusok).

DéleZitd dlohu zohrava genetické poradenstvo, ktoré pomaha rodindm pochopit rizikd a moZnosti pri
planovani rodicovstva.

Zakladné informacie o typoch dedicnosti su zhrnuté v Tabulke ¢.14:

Typ dedicnosti Charakteristika ;(Lsi:?inuu Priklady ochoreni

Huntingtonova choroba,
Obe pohlavi Marfanov syndrém,
achondroplazia
cysticka fibréza,
Obe pohlavi fenylketonduria,

Autozomalne  Staci 1 poskodena alela na prejav
dominantny ochorenia.

Autozomalne  Potrebné su 2 poskodené alely (jedna

recesivny od kazdého rodica). o
albinizmus
. . . , . hemofilia A
X-viazany Mutacia na X chromozéme; muzi su . .. ’ .
. Y i . , Najma muzi Duchennova svalova
recesivny CastejSie postihnuti. . .
dystrofia, daltonizmus
X-viazany ZriedkavejSie; ochorenie sa prejavi aj Rettov syndrom,

MuZi aj zeny . . L .
inkontinentia pigmenti

syndréom poruchy vlasov
Gény na Y chromozdme — prenasaju sa Len musi Y-viazany (napr.
vyluéne z otca na syna. hypertrichdza usnej
musle)

dominantny u heterozygotnych Zien.

Y-viazany

Rodokmer (genealogicky strom) je v klinickej genetike zakladnym nastrojom na sledovanie dedi¢nosti
genetickych ochoreni v rodine. Pomaha odhalit typ dediénosti, identifikovat rizikovych pribuznych
a urcit pravdepodobnost prenosu ochorenia na potomkov.

Rodokmen sa zvycajne zostavuje pocas genetického poradenstva na zaklade informacii od pacienta (tzv.
proband). Zahfna aspon tri generdcie — rodi¢ov, surodencov, deti a dalSich pribuznych z materskej aj
otcovskej strany.

Pri zostavovani rodokmeniov dodrZiavame zakladné pravidla a pouzivame zauzivané symboly (Obrazok
¢. 16)

e Kruh predstavuje Zenu, Stvorec muza

e Vyplneny symbol oznacuje postihnutého jedinca

¢ Horizontalna ¢iara medzi muzom a Zenou = partnerstvo/manzelstvo
e Vertikalna ¢iara vedie k potomkom

e Dvojita ciara znaci pribuzensky sobas

o Sipka oznaduje probanda (vy3etrovany jedinec)

e Preskrtnuty symbol znamena zosnulého
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Rodokmene slizia na:

e urcenie mendelovského typu dedicnosti (dominantnd, recesivna, X- alebo Y-viazand)
e identifikdciu prenasacov recesivnych alel

e odhalenie rizika opakovania ochorenia v rodine

e ako podklad pre genetické testovanie a poradenstvo

Rodokmeri by mal byt presny, prehladny a aktualny. Spravna interpretacia si vyZzaduje znalosti genetiky
aj klinickych priznakov. Pri podozreni na genetické ochorenie je rodokmen casto prvym krokom
k spravnej diagndze a k vhodnému manaZmentu pacienta aj jeho pribuznych.

Priklady rodokmenriov pre jednotlivé typy monogénnej dedi¢nosti uvadzaju Obrazky ¢. 17 a 18.

OO
HO ¢
HO O
JZT@%

@ 45 L

Monozygotné
dvojcata

[(FO O WO

Manzelstvo  Sratok medzi
pribuznymi

Dizygotné

Muz, Zena, osoba nespecifikovaného

pohlavia

Postihnuté osoby
Prendsaci (u AR chordb)
Zomreli

Prenasacky (u GR chorob)

Potrat
dvojcata

Rozvod

Priklad stvorgeneracného
rodokmena s ¢islovanim generacii
a jednotlivych oséb

AR =)
/1 2

Proband, osoba IV/1

Obrazok ¢. 16. Zakladné symboly a principy konstrukcie rodokmeriov. Vytvorené pomocou BioRender.com.

Autozomadlne dominantna dedi¢nost

(AA —vzacné, Casto letalné), Aa

aa Aa
Aa Aa aa aa
\ /
50%

Autozomalne recesivna dedi¢nost
HO a2 He Aa  Aa
aa |:|O AA, Aa DO 25%
/
AA Aa Aa aa
Aa Aa Aa aa Aa aa
AA Aa Aa aa aa aa Aa Aa aa aa Aa Aa
25% 50% 50%

Obrazok ¢. 17. Priklady rodokmenriov pre autozomdline typy monogénnej dedicnosti. Mutované alely oznacené

Cervenou farbou
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Gonozomalne recesivna dedi¢nost Gonozomalne dominantnd dedi¢nost

XY 1 XY XX XY XY XX

XaXa . XaXA @ XAXA, XAXa.

XAy [] Xy []

XAXA XaXa

O XY XY XX XX O XY XY XX XX

Vsetky dcéry Vsetky dcéry
prenasacky postihnuté

XY XX XY XX XY XX | Holandricka dedi¢nost

XY XX

XY XY XX XX XY XY XX XX XY XY XX XX

/ I \

50 % synov 50 % deti postihnutych 50 % deti postihnutych XY XY XX XX
postihnutych

Obrazok ¢. 18. Priklady rodokmeriov pre gonosomdlne typy monogénnej dedicnosti. Mutované alely a ich
lokalizdcia na chromozémoch oznacené cervenou farbou.

3.2 Chromozomové aberacie

Chromozémové aberdcie (iné oznacenie: chromozémové poruchy) predstavuju skupinu genetickych
ochoreni, ktoré vznikaju v dosledku kvantitativnych alebo Strukturalnych zmien v chromozémoch. Na
rozdiel od monogénovych ochoreni, ktoré postihuju jednotlivé gény, chromozémové aberacie zasahuju
Tieto aberacie m6Zu byt vrodené (zdedené alebo de novo) alebo ziskané (napr. pri nadorovych
ochoreniach). Diagnostikuju sa najCastejSie cytogenetickymi metédami (napr. karyotypizacia, FISH,
array-CGH — pozri kapitolu 6).

Chromozémové aberacie delime na numerické a Strukturalne:

A) Numerické (pocetné) aberacie

Vznikaju pri poruche rozchodu chromozémov pocas meidzy alebo mitdzy (tzv. nondisjunkcia). Vedu k
zmenenému poctu chromozémov.

e Aneuploidie — chybanie alebo nadbytok jednotlivych chromozédmov:
o Trizémia 21 (Downov syndrém) — naj¢astejsia Zivotaschopna trizémia

o Trizémia 18 (Edwardsov syndrom)
o Trizémia 13 (Pdtauov syndréom)
o Monozémia X (Turnerov syndrém) — chybanie jedného pohlavného chromozému u Zien
o XXY (Klinefelterov syndrém) — nadbytok X chromozému u muzov
e Polyploidie — zndsobenie celého poctu chromozémov (napr. 3n, 4n); u Ccloveka su

neZivotaschopné, polyploidné bunky sa mozu vyskytovat v nddoroch
Stru€na charakteristika vybranych syndromov je uvedena v Tabulke €. 15.

B) Strukturalne aberacie
Vznikaju zlomom a nespravnym spojenim casti chromozémov, mdozu byt balancované (bez straty
genetického materialu) alebo nebalancované (pozri Obrazok ¢. 11). Rozdelujeme ich nasledovne:

33



Delécia — strata Useku chromozému

o

Priklad: Cri-du-chat syndrém (delécia kratkeho ramena 5. chromozému — 5p-)

Duplikacia — zdvojenie Useku chromozému

o

Moze viest k nadmernej expresii génov

Inverzia — prevratenie Useku chromozému

o

Casto bez prejavu, ale mdze spdsobit problémy pri meidze

Translokdcia — presun Useku chromozému na iny chromozém

o

Reciproéna translokacia — vymena medzi dvoma chromozémami (mdze byt balancovana)
Philadelphsky chromozém (Ph chromozém) je patologicka balancovana translokacia
1(9;22)(q34;911), pri ktorej dojde k presunu casti protoonkogénu ABL1 z chromozému 9 na
chromozém 22, konkrétne do oblasti génu BCR. (pozri Obrazok €.25)

Vysledkom je vznik chimérneho génu BCR-ABL, ktory kéduje abnormalnu tyrozinkinazu so
zvySenou enzymatickou aktivitou. Tato enzymatickd aktivita vedie k nekontrolovanej
proliferacii leukemickych buniek.

Philadelphsky chromozdm je charakteristicky najma pre chronickd myeloidnu leukémiu (CML),
kde sa vyskytuje u viac nez 95 % pacientov, ale aj pre niektoré pripady akutnej lymfoblastove;j
leukémie (ALL).

Aj ked'ide o balancovanu translokaciu (bez straty genetického materialu), ma vazne biologické
a klinické dosledky. Detekcia philadelphského chromozému ma zdsadny vyznam pre
diagnostiku, prognozu a cielent liecbu (napr. imatinib).

Robertsonovska translokacia — spajanie akrocentrickych chromozémov (napr. pri familidrnej
forme Downovho syndrému)

Okrem volnej trizomie 21 (najc¢astejsia forma) mdze byt Downov syndrém spOsobeny aj tav.
Robertsonovskou translokaciou, ¢o je Specificky typ nebalancovanej strukturalnej aberacie.

Robertsonovska translokacia vznika spojenim dvoch akrocentrickych chromozémov
(chromozémy 13, 14, 15, 21 a 22) v oblasti centroméry. Vysledkom je jeden velky chromozém
a strata kratkych ramien spojenych chromozémov, ktora vacsinou neovplyvni fenotyp.

V pripade Downovho syndromu ide najéastejSie o translokaciu medzi chromozémami 14 a 21
alebo 21 a 21 — napriklad:

45,XX,der(14;21)(g10;q10),+21 — translokacny Downov syndrém (pravidla zapisu karyotypu su
v Tabulka €. 16, Cisla v druhej zatvorke oznacuju oblasti, kde doslo k zlomeniu pévodnych
chromozémov)

Tento typ Downovho syndrému sa mézZe dedit (najma ak je jeden rodi¢ prenasacom
balancovanej translokacie), preto ma vyznam vysetrit rodi¢ovsky karyotyp. Prenasac
s balancovanou translokaciou je zdravy, ale méa zvySené riziko opakovaného vyskytu
Downovho syndrému u potomkov.

Izochromozém — chromozém s dvomi rovnakymi ramenami (dvakrat len p alebo q)

Ring chromozém — kruhovy chromozém vznikajuci po strate telomér oboch ramien

Chromozémové poruchy su castou pri¢inou vyvojovych vad, mentalnej retardacie, neplodnosti
a spontannych potratov. Niektoré su zlucitelné so Zivotom (napr. Downov syndréom), iné vedu k imrtiu
plodu.
Medzinarodna cytogeneticka nomenklatura (ISCN, Tabulka €. 16) predstavuje Standardizovany systém
zapisu chromozdmovych nalezov, ktory sa pouZziva v klinickej cytogenetike a molekularnej genetike.
UmoZnuje jednotny a presny zapis numerickych aj Strukturdlnych aberdcii, co je dolezité pre
diagnostiku, vyskum aj medzinarodnui komunikaciu. Metddy pruhovania opisané v kapitole 6 umoznili
presné rozlisenie jednotlivych oblasti chromozémovych ramien a ich Ciselné oznacenie.Tento systém je
pravidelne aktualizovany (napr. verzia ISCN 2020) a je klucovy pre spravnu interpretdciu genetickych
nalezov.
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Zapis zahfia:

e pocet chromozémov,
e pohlavné chromozémy,
e pripadnu aberaciu (ak je pritomna).

Priklady:

e 46,XX— normalny Zensky karyotyp

e 47,XY,+21 — muz s Downovym syndrémom (trizémia 21)

o 46,XX,t(9;22)(g34;q11) — Zena s translokaciou medzi chromozémami 9 a 22 (philadelphsky
chromozdém)

Tabulke €. 15. Stru¢na charakteristika vybranych syndromov

Syndrom Geneticka Hlavné prejav

v pricina prejavy

, L Mentalna retarddcia, typicky vzhlad tvare, hypotonicky
Downov syndrom  Trizémia 21 , vu: .yI.D v g a o Y
svalovy tonus, vyssie riziko srdcovych vad

Edwardsov Trizémia 18 Tazké malformécie, mikrognatia, zataté paste s prekrytim
syndrém prstov, nizka porodna hmotnost, kratka Zivotnost

. , L Tazké vyvojové vady, mikrocefdlia, razitepy, poruchy CNS a
Patauov syndrom  Trizomia 13

Turnerov Monozémia X Zensky fenotyp, nizky vzrast, neplodnost, chybanie
syndrém (45,X) sekundarnych pohlavnych znakov, normdlne IQ
Kllnef,elterov Nadpoetny X MI:IVZSk?’ fenqtyp, neplodr}ost , gynekomastia, vySsi vzrast,
syndrom znizena hladina testosteronu

srdca, vysoka umrtnost

Cytogenetické vysetrenie sa vykondva pri podozreni na chromozémové abnormality, ¢i uz vrodené,
alebo ziskané. Medzi najcastejSie indikacie patri mentalna retardacia a vyvojové poruchy, vrodené
malformacie, poruchy plodnosti (napr. opakované spontanne potraty, azoospermia), nejasné pohlavie
novorodenca alebo neplodnost nejasnej pri¢iny. DéleZitou oblastou je aj prenatalna diagnostika (napr.
pozitivny skrining, vyssi vek matky, ultrazvukové nalezy). Cytogenetika ma tiez vyznam pri
hematologickych malignitach (napr. chronickd myeloidnd leukémia — detekcia philadelphského
chromozému). VysSetrenie sa odporuca aj vramci genetického poradenstva pre rodiny s vyskytom
genetickych ochoreni.

Tabulka €. 16. Medzinarodna cytogeneticka nomenklatura (ISCN)

Skratka Vyznam (slovensky) Priklad zapisu

p kratke rameno chromozému il’r:rz:qrj;dg;l;ameno >
dlhé rameno chromozému 5q = dlhé rameno 5. chromozému
pritomnost navyse (trizémia) +21 = trizémia 21

- strata chromozému (monozdmia) —X = strata X chromozému

del delécia (strata useku chromozému) del(5p) = delécia na 5p

dup duplikacia (zdvojenie Useku) dup(15q)

inv inverzia (obratenie Useku chromozému) inv(9)(p11q13)

t translokacia (presun medzi chromozémami) 1(9;22)(q34;911)

i izochrom(?zém (chromozém s rovnakymi i(Xa)
ramenami)

r kruhovy chromozdém r(18)

der derivovany (abnormalny) chromozém der(14;21)
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3.3 Mitochondrialne ochorenia

Mitochondridlne ochorenia predstavuju Specifickd skupinu genetickych poruch, ktoré su spdsobené
mutdaciami v génoch lokalizovanych v mitochondridlnej DNA (mtDNA). Mitochondrie su bunkové
organely zodpovedné za produkciu energie (ATP) prostrednictvom oxidativnej fosforylacie.
Mitochondridlna DNA je dedi€na vyluéne po matke — spermia neprenasa mitochondrie do zygoty. To
znamena, ze:

e Postihnuté Zeny mo6Zu ochorenie preniest na vsetky svoje deti (synov aj dcéry),
e Postihnuti muZi neprendsaju ochorenie na svoje potomstvo.

Tato forma dedi¢nosti sa oznaduje ako maternalna dediénost.
Mitochondridlne ochorenia maju spolocné znaky:

e Postihuju najma orgdny s vysokou spotrebou energie, ako si mozog, srdce, svaly, pecen
a zrakové nervy.

e M©bzZu sa prejavovat velkou variabilitou symptomov dokonca aj u ¢lenov tej istej rodiny — tento
jav sa nazyva heteroplazmia (si¢asnd pritomnost mutovanych aj normalnych mitochondrii
v réznych pomeroch v rdéznych tkanivach réznych jednotlivcov).

e Mitochondridlne ochorenia mézu mat rdzny vek nastupu a progresivny priebeh.

Tabulka ¢. 17. Priklady mitochondrialnych ochoreni

. . L Mutovany gén

Syndrém / ochorenie Hlavné priznaky (MtDNA)
LHON (Le.berova hereditarna opticka N'ahla' strata cer\tralnevho ND1, ND4, ND6
neuropatia) videnia u mladych muzov
MELAS (Mitochondrialna encefalomyopatia  Svalova slabost, epileptické najcastejsie
s laktatovou acidézou a epizodickymi zachvaty, migrény, poruchy m.3243A>G v géne
zachvatmi podobnymi mftvici) reci, laktatova acidéza MT-TL1
MERRF (Myoklonicka epilepsia s ragged-red  Myoklonia, ataxia, epilepsia, MT-TK (tRNA pre
vlakienkami) progresivna demencia lyzin)
NARP (Neuropatia, ataxia a retinitis Senzoricka neuropatia, strata

. , , . MT-ATP6
pigmentosa) zraku, svalova slabost, ataxia

Pozndmka: Terminom myokldnia sa oznacuju ndhle, rychle, mimovolné svalové zdsklby.
Diagndza mitochondridlneho ochorenia sa opiera o:

e klinické priznaky,

e biochemické testy (napr. zvySeny laktat v sére a likvore),

¢ molekularno-genetické testovanie mtDNA,

e svalovu biopsiu (napr. ,,ragged-red fibers” su svalové vldkna s nahromadenymi poskodenymi
mitochondriami, ktoré sa pod mikroskopom farbia na ¢erveno a maju ,strapaty” vzhlad. Ide
o charakteristicky znak mitochondrialnych myopatii).

Liecba je prevaine symptomatickd, podavanie antioxidantov, koenzymu Q10, vitaminov skupiny B a L-
karnitinu moze zlepsit niektoré priznaky, ale kauzalna terapia zatial nie je dostupna.

Mitochondridlne ochorenia su zriedkavé, ale klinicky vyznamné poruchy, ktoré sa dedia maternalne
a Casto postihuju viaceré organy. Spravna diagnéza si vyZzaduje multidisciplindrny pristup vratane
genetického testovania, klinickej neuroldgie a metabololdgie.
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3.4 Polygénové a multifaktorialne poruchy

Polygénové a multifaktoridlne ochorenia vznikaju v doésledku spolo¢ného ucinku viacerych génov
a faktorov prostredia. Na rozdiel od monogénovych chorob sa dedi¢nost neda opisat jednoduchymi
Mendelovskymi zakonmi, ale ide o komplexnu dediénost.
Dedic¢nost sa prejavuje ako zvySené riziko ochorenia u pribuznych, ktoré vsak nie je jednoznacné ani
Uplné. Riziko je zavislé od:

e poctu postihnutych pribuznych,

e stupna pribuznosti (blizsi pribuzni maju vyssie riziko),

e zavaznosti ochorenia u pribuznych.

Tato dedi¢nost sa ¢asto nazyva familarna agregacia, nie je vSak priamou dedi¢nostou jedného génu.
Studie jednovajeénych (monozygotickych) a dvojvajeénych (dizygotickych) dvojéiat su klticéové pre
pochopenie podielu genetickych a environmentalnych faktorov pri multifaktorialnych ochoreniach.
Tieto $tudie pomahaju odhadnut heritabilitu (alebo deditelnost) ochorenia.

e Ak je vysSia zhoda (konzistencia) ochorenia u jednovajecnych dvojciat nez u dvojvajecnych,
znamena to vacsi geneticky podiel (heritabilitu).
e Ak je zhoda podobna, potom vacsiu ulohu zohravaju environmentalne faktory.
Empirické rizikd predstavuju odhad rizika vzniku ochorenia u pribuznych na zdklade Statistickych
udajov z epidemiologickych studii. Zakladné udaje su Casto uvadzané ako percenta rizika pre rézne
skupiny pribuznych postihnutého jedinca.

Priklady empirickych rizik pre razstep pery a podnebia uvadza Tabulka ¢. 18:

Pribuzny Empirické riziko (%) Porovnanie s populac¢nym rizikom
1. stupna (rodicia, surodenci, deti) 3-5% zvysené oproti populdcii (0,1-0,2 %)
2. stupnia (stryko, teta, pribuzni) 1-2% mierne zvysené

3. stupna a vzdialenejsi <1% takmer ako riziko populacie

Empirické rizika sa pouzivaju v genetickom poradenstve na predikciu rizika pre rodiny.
S rozvojom genomiky sa vyvijaju polygénne rizikové skore (polygenic risk scores, PRS), ktoré sumarizuju
ucinok stoviek az tisicok genetickych variantov na riziko ochorenia.

e PRS umoiZriuju kvantifikovat geneticki predispoziciu jednotlivca k multifaktoridlnym
ochoreniam,

e pomadhaju pri individudlnom hodnoteni rizika a potencidlne vedu k personalizovanej prevencii
a liecbe,

e stale st vsak v stadiu vyskumu a zatial nie su bezne pouZzivané v klinickej praxi.

Polygénne rizikové skore (PRS) je stucet efektov viacerych genetickych variantov (SNP —single nucleotide
polymorphisms), ktoré prispievaju k riziku ur¢itého ochorenia. Kazdy variant ma svoj vahovy koeficient
(B), ktory vyjadruje jeho vplyv na riziko, a jedinec moze mat 0, 1 alebo 2 kdpie rizikovej alely. Vo vypocte
PRS sa kazdy geneticky variant (SNP) ndsobi svojim vahovym koeficientom B. Tento koeficient pochadza
zo Statistickych modelov a vyjadruje, o kolko sa zmeni logaritmus relativneho rizika (alebo Sanca na
ochorenie , odds ratio, OR), ak jedinec nesie jednu rizikova alelu. Odds ratio (OR,pomer Sanci)
vyjadruje, kolkokrat je pravdepodobnejsie, 7e sa nejaka udalost (napr. vznik ochorenia) vyskytne u
fudi s urcitou expoziciou (napr. rizikovou alelou), v porovnani s ludmi bez nej.
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Predpokladajme, Ze mame tri SNP, ktoré ovplyviiuju riziko ochorenia, s nasledujucimi udajmi:

SNP Pocet rizikovych alel (0,1,2) Vahovy koeficient (B)
SNP1 1 0,3
SNP2 2 0,1
SNP3 0 0,5

PRS potom vypocitame nasledovnym sp6sobom:
PRS=(1x0,3)+(2x0,1)+(0x0,5)=0,3+0,2+0=0,5

Toto Cislo sa obvykle interpretuje na skale logaritmu rizika (log-OR). Ak ma niekto PRS = 0,5, znamena
to, zZe jeho Sanca na ochorenie je priblizne

e%°=1,65,

CiZe asi 1,65-krat vyssia oproti ¢loveku so skére 0 (teda priemernym genetickym rizikom). Neznamena to
priamo, ze ma urcite o 65 % vyssiu pravdepodobnost ochoriet. Znamena to, Ze jeho relativne riziko
v populacii (napr. ¢i je bezné alebo velmi zriedkavé).

Vysledné skdére 0,5 predstavuje kumulativny geneticky rizikovy index pre daného jedinca.

e Vyssie PRS znamena vysSiu genetickd predispoziciu k ochoreniu.

e Skore sa Casto Standardizuje na populaciu a pouZiva na porovnanie rizika medzi jednotlivcami.

e PRS vsak nepredpoveda ochorenie jednoznacne, ale zvysuje alebo znizZuje pravdepodobnost
jeho vzniku v kombinacii s dalsimi faktormi.

Priklady multifaktorialne dedi¢nych chorob uvadza Tabulka ¢. 19:

. Odhadovana L
Ochorenie heritabilita (%) Poznamka

Silny geneticky zaklad, dolezity aj vplyv

~ L (o)
Cukrovka 1. typu 80-90 % B T
Cukrovka 2. typu ~40-70 % Vyrazne ovplyvnena Zivotnym Stylom
Hypertenzia ~30-50 % Ovplyvnena stravou, stresom, pohybom

Vysoky vyskyt v populacii, genetické aj

environmentdlne faktory

Alzheimerova choroba Alela ApoE4 génu APOE (apolipoprotein E)ako
. ~60-80 % , S,

(neskory zaciatok) znamy geneticky rizikovy faktor

Vysoka heritabilita, ale polygénna a

Koronarna choroba srdca ~40-60 %

Schizofrénia ~70-80 % . . ‘
environmentdlna zlozka
. Geneticka predispozicia silna, ale prejav je
~ __ (o)
Bipolarna porucha 60-85 % T
Reumatoidna artritida ~50-60 % HLA gény a environmentalne spustace
Py ~35-70 % Silny vplyv prostredia (alergény, infekcie,
= (0]

znedistenie)
Dolezité aj prenatdlne faktory (fajcenie, vyZiva

7 _v i ~ j— 9
Razstep pery a podnebia 30-50 % matky)
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4. Odber a priprava biologického materialu

4.1 Typy vzoriek (krv, sliny, plodova voda, biopsia choria)

Pre genetické vySetrenia je klUcové zabezpecit kvalitny biologicky material, z ktorého je mozné ziskat
DNA alebo iny geneticky material. Typ vzorky zavisi od Ucelu vysetrenia, veku pacienta, stadia gravidity
a dostupnosti konkrétneho typu tkaniva. Medzi najcastejsSie pouzivané typy vzoriek patria:

Periférna krv

Periférna krv je najbeznejsi typ vzorky pouzivany pri genetickej diagnostike u dospelych aj deti. Odber
sa vykonava Standardne venepunkciou do skimaviek s antikoagulantom (napr. EDTA). Z krvi moZno
izolovat DNA z leukocytov na Ucely molekulovo-genetickych analyz, alebo ziskat zivé bunky na kultivaciu
pre cytogenetické vysetrenia (napr. karyotypizaciu).

Sliny a vyter z bukalnej sliznice

Vzorky slin alebo epitelovych buniek z vnatornej strany lica (bukalny ster) predstavuju neinvazivnu
alternativu k odberu krvi. SU vhodné najma pre molekulovo-genetické analyzy, napriklad pri testovani
predispozi¢nych génov alebo pri populaénych skriningoch. Kvalita a kvantita DNA zo slin byva niZsia nez
z krvi, avsak pre vacsinu analyz je postacujuca.

Plodova voda (amniocentéza)

Plodova voda sa odobera medzi 15. a 20. tyzdiiom gravidity v ramci prenatdlnej diagnostiky. Obsahuje
fetdlne bunky (najma odluceny epitel a bunky mocového traktu plodu), ktoré sa kultivuju pre
cytogeneticku analyzu (napr. detekcia aneuploidii) alebo sa z nich izoluje DNA pre molekulové testy.
Odber sa vykondva transabdomindlne pod ultrazvukovou kontrolou.

Biopsia choria (CVS - chorionic villus sampling)

Biopsia choria predstavuje odber vzorky placentarneho tkaniva medzi 10. a 13. tyZzdfiom tehotenstva.
Tento material obsahuje fetdlne trofoblastové bunky, ktoré su vhodné na cytogenetické aj molekularne
vysetrenia. Vyhodou CVS je moznost skorsej diagnostiky genetickych ochoreni, aviak s mierne vys$sim
rizikom komplikacii oproti amniocentéze.

4.2 Podmienky odberu a transportu

Spravne vykonany odber a nasledny transport biologického materidlu zohravaju klic¢ova dlohu pri
zabezpeceni spolahlivosti a kvality genetickej analyzy. Nedodrzanie predpisanych podmienok moze viest
k degradacii vzorky, kontamindcii alebo chybnym vysledkom. Preto je nevyhnutné dodrZiavat
Standardizované protokoly pre kazdy typ vzorky.

Pre odber vSetkych typov vzoriek platia vSeobecné zasady:

e Odber musi byt vykonany vyskolenym zdravotnickym pracovnikom alebo podla instrukcii danych
laboratériom.

e Vzorka musi byt spravne oznacena (meno, rodné ¢islo/datum narodenia, datum a ¢as odberu).

e Kvzorke sa vidy priklada Ziadanka s klinickou indikaciou a idajmi o pacientovi.

e Pouzivaju sa sterilné a jednorazové pomaécky, aby sa predislo kontaminacii.

e Odber sa uskutoCiuje za aseptickych podmienok, najma pri invazivnych zdkrokoch
(amniocentéza, CVS).

Pre odber jednotlivych typov vzoriek platia Specifické pravidla:

e Periférna krv pre izolaciu DNA: Odber do EDTA skumaviek. Vzorku je vhodné uchovavat pri
teplote 4-8 °C a dopravit do laboratdria do 48 hodin od odberu. Vyhybat sa zamrazeniu plnej
krvi.
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Periférna krv pro cytogenetické vySetrenie (karyotyp): Periférna venézna krv — najCastejsie
z kubitalnej Zily, zvycajne 2-4 ml krvi u dospelého, menej u deti podla hmotnosti a veku.
Odobera sa do sterilnej skimavky s heparinom (zeleny vrchndk), NepouZiva sa EDTA ani citrat
—tie inhibuju rast buniek v kulture.

Sliny a bukalny ster: Vzorky sa odoberaju pomocou S$pecidlnych odberovych suprav
obsahujucich stabiliza¢ny roztok. Uchovavaju sa pri izbovej teplote a mbzu sa transportovat aj
niekolko dni bez straty kvality DNA. Je doleZité, aby pacient pred odberom aspon 30 minut
nejedol, nepil ani si necistil zuby.

Plodova voda: Odber vykonava lekar pod ultrazvukovou kontrolou do sterilnych skimaviek bez
pridavku antikoagulantu. Vzorka sa nesmie zamrazit. Transport musi prebehnut do 24 hodin pri
teplote 4-8 °C. Material musi byt chraneny pred otrasmi.

Biopsia choria: Vzorka sa vklada do sterilného transportného média, ¢asto RPMI alebo podobné
kultivacné médium, a uchovava sa pri teplote 4-8 °C. Transport do laboratéria by sa mal
uskutocnit ¢o najskor, idedlne do 24 hodin. Pri transporte je potrebné dbat na teplotnu stabilitu
a minimalizovat mechanické poskodenie tkaniva.

Podmienky prepravy musia byt désledne dodrziavané:

Vzorky sa prepravuju v Specidlnych transportnych boxoch, ktoré zabezpecuju pozadovanu
teplotu. Vzorky krvi s heparinom pre cytogeneticka vySetrenia sa transportuju pri 18-25 °C
(izbova teplota). Nizka teplota poskodzuje lymfocyty a znizuje Uspesnost kultivacie.

Kazdy transport musi byt riadne zdokumentovany.

Pri dlhsom transporte je vhodné pouzivat chladené kontajnery (napr. s chladivymi vlozkami), ale
je potrebné sa vyhnut uskladneniu pri mrazovych teplotach.

Laboratérium musi byt vopred informované o zaslani vzorky, najma ak ide o urgentné alebo
Specialne vysetrenia.

4.3 Skladovanie a stabilita vzoriek

Spravne skladovanie biologického materidlu je nevyhnutné pre zachovanie integrity
genetického materidlu (najma DNA, RNA alebo buniek) az do samotnej analyzy. Stabilita vzorky
zavisi od typu odobratého materidlu, pritomnosti stabilizatnych latok a od podmienok
skladovania (teplota, ¢as, médium).

Periférna krv:

Skladovanie: Vzorky odobraté do EDTA skimaviek by sa mali skladovat pri teplote 4-8 °C.
Vzorky krvi s heparinom pre cytogenetické vysetrenia pri 18-25 °C.

Stabilita: DNA z krvi s EDTA ostdva stabilna priblizne 48-72 hodin po odbere, ak je spravne
chladena. Pre dlhodobé uchovanie sa odporuca izolovat DNA a uchovavat ju pri -20 °C alebo -
80 °C.

Poznamka: Vzorky uréené na cytogenetické vysetrenie (napr. karyotyp) by sa mali spracovat ¢o
najskor, idedlne do 24 hodin, aby sa zachovala Zivotaschopnost buniek.

Sliny a bukalne stery:

Skladovanie: Vzorky odobraté pomocou komerénych DNA-sliprav so stabilizacnym roztokom
mé&zu byt uchovavané pri izbovej teplote (15-25 °C).

Stabilita: V zavislosti od typu odberového systému moze byt DNA stabilna aZ niekolko dni aZ
tyzdnov bez vyrazného poklesu kvality.

Poznamka: Pre dlhodobé uchovanie sa po izolacii DNA odporuca jej zmrazenie pri -20 °C alebo
nizsej teplote.
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Plodova voda:

e Skladovanie: Odobraty material by mal byt uchovavany pri teplote 4-8 °C, v uzavretych
sterilnych nddobkach.

e Stabilita: Zivotaschopnost fetdlnych buniek je obmedzena — vzorku je potrebné spracovat do
24-48 hodin. Pri predizenom skladovani klesa Uspe$nost kultivécie.

e Poznamka: DNA izolovana z plodovej vody je stabilna pri -20 °C az -80 °C.

Biopsia choria (CVS):
e Skladovanie: Tkanivo sa uchovava v kultivacnom alebo transportnom médiu (napr. RPMI) pri 4—
8°C.
e Stabilita: Bunky su Zivotaschopné priblizne 24-48 hodin, preto je potrebné vzorku ¢o najskoér
spracovat. Pri dlhsom skladovani sa zvysuje riziko zlyhania kultivacie.
e Poznamka: Pre molekulové analyzy mozno izolovat DNA z Cerstvého alebo zamrazeného
tkaniva; zamrazent DNA mozno uchovavat dlhodobo pri -20 °C alebo -80 °C.
Podmienky skladovania jednotlivych vzoriek su zhrnuté v Tabulke €. 20.

Tabulka €. 20. Zhrnutie odporucanych skladovacich podmienok

Typ vzorky L(I:fat:g\(lj:r:i Stabilita [D)::::dObé uchovanie
Periférna krv 4-8°C 48-72 h -20°Caz-80 °C
Slina/bukalny ster Izbova teplota Dni-tyZzdne -20°Caz-80°C
Plodova voda 4-8°C 24-48 h -20°Caz-80 °C
Biopsia choria 4-8 °C v médiu 24-48 h -20°Caz-80°C

4.4 I1zolacia DNA, RNA a proteinov

Izolacia nukleovych kyselin (DNA a RNA) a proteinov je kld¢ovym krokom pred akoukolvek molekulovo-
genetickou alebo biochemickou analyzou. Kvalita a Cistota izolovanych biomolekul priamo ovplyviuju
presnost a spolahlivost vysledkov vysetreni. Kazdy typ molekuly si vyzaduje Specificky pristup, reagencie
a podmienky spracovania.

4. 4. 1 Izolacia DNA

Ziskanie kvalitnej vzorky DNA, pokial moZno s vysokou molekulovou hmotnostou a bez
fragmentacie, je predpokladom uUspesného uplatnenia vSetkych molekuldarno-genetickych
metdd zameranych na vySetrenie jej sekvencii, ktoré budu podrobne opisané v nasledujucich
kapitolach (napr. PCR, sekvenovanie, MLPA).

Ako zdroj DNA mézu sluzit vsetky jadrové bunky organizmu, preto su ako jej zdroj vhodné vsetky
typy vzoriek uvedené vyssie.

Extrakéné metddy mbézeme rozdelit do dvoch skupin:

o Klasické metody: Fenol-chloroformova extrakcia, metdda so solnym zrazanim (salting-
out).

o Komercné supravy: ZaloZzené na silikagélovych kolénkach alebo magnetickych gul6ckach;
vyhodou je Standardizacia a rychlost.
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Pri fenol-chloroformovej extrakcii (organickej extrakcii) v prvom kroku lyzacny roztok narusi
bunkové membrany a uvolni DNA. Zmes sa potom extrahuje fenolom a chloroformom, ¢im
dojde k separacii na vodnu fazu (obsahuje DNA) a organicku fazu (obsahuje lipidy, proteiny).
DNA sa nakoniec precipituje etanolom alebo izopropanolom. Vyhodou tejto metddy je vysokd
Cistota a vytainost DNA. Metdda je vhodna aj pre velké objemy alebo starSie tkaniva.

.....

sa najma vo vyskumnych laboratdriach a na izolaciu zo vzoriek s nizkym obsahom DNA,
napriklad z tkaniv fixovanych formalinom a zaliatych do parafinu na ucely histolédgie a patologie
— z tzv. FFPE blokov (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded — formalinom fixované, parafinem
zaliate). Z tychto blokov je moZné fragmentovanu DNA izolovat aj po desiatkach rokov.

Pri izolacii DNA so solnym zrazanim (salting-out) sa bunky najprv lyzuju, proteiny sa vyzrazaju
pomocou koncentrovaného roztoku soli (napr. NaCl). DNA zostava v supernatante, z ktorého sa
zraza etanolom alebo izopropanolom. Ide o jednoduchu a lacni metddu bez prace s toxickymi
latkami, vhodnu pre rutinné laboratérid. Nevyhodou je nizsia Cistota v porovnani s organickou
extrakciou. Metdda je nevhodna pre RNA alebo proteinovu ko-analyzu. PouZiva sa najma pre
rutinnu izolaciu DNA z krvi v klinickych laboratériach.

794

Pri praci s komerénymi supravami (silikagélovymi kolénkami alebo magnetickymi gul6ckami)
sa DNA viaze na silikagélovid membranu v pritomnosti chaotropnych soli alebo na povrch
magnetickych Castic. Nasledne sa necistoty odmyju a DNA sa eluuje v pufri alebo vode. Tieto
metddy su rychle a efektivne, maju vysoku reprodukovatelnost, je moiné ich plne
automatizovat. To ich robi vhodnymi pre moderné vysokokapacitné rutinné laboratdria
vyuzivajuce napriklad najmodernejsie technoldgie sekvenovania. Nevyhodou je mensi vytazok
v porovnani s organickymi metddami (pri velmi nizkych koncentraciach). Su vhodné pre vsetky
typy laboratdrii, idedlne na napr pre polymerazovu retazovu reakciu (PCR), sekvenovanie novej
generacie (NGS) a iné moderné technoldgie.

4. 4. 2 1zolacia RNA

RNA izolujeme najmi s cielom Studovat génovu expresiu alebo sekvenovat RNA pritomné vo vzorke. Jej
hlavnym zdrojom su Cerstvé alebo rychlo zmrazené tkaniva alebo kultivované bunky. RNA je velmi citliva
na degradaciu ribonukledazami (RNdzami), preto je potrebné pouzivat RNaza-free plasty a reagencie,
pracovat rychlo a na lade. Stabilita RNA je vyrazne nizsia nez DNA — vyZzaduje okamZité spracovanie alebo
uchovanie pri-80 °C.

Mozeme pouzit nasledujlce postupy:

e lzoldcia pomocou roztoku TRIzol® alebo inych guanidinium-izotiokyanatovych roztokov:
Umoznuju simultanne izolovat RNA, DNA a proteiny.
e Komeréné stpravy: Na baze kolénok s membrdnami, ktoré viazu RNA.

Pri izolacii pomocou roztoku TRIzol (guanidinium-izotiokyanat -fenol-chloroformovou metédou) sa
vzorka homogenizuje v silnom denaturacnom roztoku (TRIzol), ktory inaktivuje RNazy. TRIzol obsahuje:

e Fenol — denaturuje bielkoviny, inaktivuje RNazy
e Guanidinium-izotiokyanat — rozbija bunky, chrani RNA
o Dalsie latky — pre stabilitu a rozdelenie faz (napr. po pridani chloroformu)

Pridanim chloroformu doéjde k fazovej separacii — RNA zostdva vo vodnej faze, DNA v interfaze a proteiny
v organickej faze. RNA sa potom precipituje etanolom alebo izopropanolom.
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Metdda umoziiuje simultannu izolaciu RNA, DNA aj proteinov a poskytuje vysoky vytazok. Ide o pracnu
metddu zaloZenl na préci s toxickymi latkami. Ma vyskumné aj diagnostické aplikacie, najma pri analyze
génovej expresie (RT-PCR, RNA-seq — pozri nasledujice kapitoly)

Pri izolacii pomocou kolénkovych RNA suprav (napr. RNeasy, Zymo) sa RNA viaZe na silikagélovu
membranu v pritomnosti lyzacného pufra. Po premyti necistot sa RNA eluuje v RNaza-free vode. Ide
o jednoduchu a rychlu metédu s vysokou reprodukovatelnostou, vhodnu pre klinické laboratéria aj na
spracovanie mensich objemov vzoriek. Nevyhodou je vyssia cena a nizsi vytazok v porovnani s metédou
zaloZenou na roztoku TRIzol.

4. 4. 3 Izolacia proteinov

Proteiny nie su cielovymi molekulami molekuldrnych genetickych vySetreni, napriek tomu struc¢ne
spomenieme spdsoby ich izolacie z klinického materidlu s ohladom na moderné tzv. ,,omické” Studie,
ktoré kombinuju poznatky genomiky , transkriptomiky a proteomiky a porovnanim informacii na drovni
DNA, RNA a proteinov ziskavaju nové poznatky doleZité pre pochopenie patogenézy a potencidlnych
moznosti terapie jednotlivych ochoreni.

Ako zdroje proteinov mozu sluzit akékolvek tkaniva alebo kultivované bunky.

PouZzivaju sa tieto postupy:

Po extrakcii RNA a DNA z TRIzol roztoku moZno z organickej fazy este izolovat proteiny vyzrazanim
pomocou izopropanolu. Dochadza ku komplexnej extrakcii vSetkych biomolekul zo vzorky, je potrebna
dalsia purifikacia proteinov. Ide o pracni metddu s rizikom straty materidlu.

Na izolaciu proteinov zo vzoriek je moziné pouzit_lyzaéné pufre (napr. RIPA, NP-40, SDS pufre)
s detergentmi, ktoré narusia bunkové membrany a uvolnia intraceluldarne proteiny. Pridavaju sa
inhibitory proteaz, aby sa predislo degraddcii. V zavislosti od typu analyzy je mozné izolovat celé bunkové
protedmy alebo len Specifické frakcie (jadrové, cytoplazmatické). Vyhodou tohoto postupu je rychla
extrakcia a mozZnost cieleného ziskania frakcii (jadrové, cytoplazmatické proteiny). Nevyhodou je
moznost denaturacie proteinov (v zavislosti od pufra) a nizka stabilita, nutné je okamzité spracovanie
alebo zamrazenie extrahovanych proteinov. Proteiny su nachylné na degraddciu, preto sa po extrakcii
uchovavaiju pri -20 °C alebo -80 °C v pritomnosti inhibitorov. Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie
sa neodporuca.

Podmienky uchovdvania izolovanych molekul si zhrnuté v Tabulke €. 21.

Tabulka €. 21. Stabilita a uchovanie izolovanych molekul

Molekula Typické zdroje Stabilita Uchovanie

DNA Krv, sliny, tkanivo Vysoka -20 °Caz-80 °C
RNA Cerstvé bunky/tkanivo Nizka (velmi citlivd) ﬁ(c));ﬁ;zli\(laéza-free
Proteiny Bunky,plasma, sérum, tkaniva Stredna |-r21|'(?|;(|:tzfn:ﬁ0 B

4.5 Hodnotenie kvality a kvantity izolovanych molekul

Po izolacii DNA, RNA alebo proteinov je nevyhnutné overit ich ¢istotu, integritu a koncentraciu, aby boli
vhodné pre nasledné analytické metddy, ako su PCR, RT-PCR, sekvenovanie, mikroarraye alebo
proteomické analyzy. Kvalita a kvantita extrahovanej DNA aj RNA sa hodnoti spektrofotometricky
(pomocou pomeru absorbancii A260/A280), fluorometricky alebo elektroforeticky. DéleZité je
zabezpedit dostatocnu Cistotu a koncentraciu pre planovand analyzu.
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UV-spektrofotometrickd metdda je zaloZzend na tom, Ze nukleové kyseliny absorbujia UV svetlo pri
vinovej dizke 260 nm. Proteiny absorbuju pri 280 nm a organické kontaminanty (napr. fenol, guanidin)
pri 230 nm.

Po kalibracii pristroja s vodou alebo elu¢nym pufrom sa meria absorbancia pri 230, 260 a 280 nm.
Koncentracie DNA/RNA sa vypocitaju z absorbancie pri 260 nm a €istota vzorky z pomerov A260/A280
a A260/A230. Vysledok spektroskopického merania Cistoty vzorky DNA ukazuje Obrazok €. 19.
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Obrazok ¢. 19. Vysledok spektroskopického merania cistoty vzorky DNA. Tmavohnedd krivka predstavuje
absorpcné spektrum cistej DNA, s vyraznym maximom pri 260 nm. Tento vrchol je typicky pre nukleové kyseliny
a sliZi na kvantifikdciu DNA a RNA. Fialovd krivka zndzorriuje spektrum vzorky s pritomnostou soli. Absorpcia
vrcholi pri 230 nm, Co je typické pre kontamindciu vzorky organickymi rozpustadlami, ako su soli alebo chaotropné
ldtky (napr. Guanidinium-izotiokyandt). Cervend a modrd krivka reprezentuju vyssie zastipenie proteinov vo
vzorkdch. Proteiny absorbuju UV svetlo predovsetkym v désledku aromatickych aminokyselin, najmd tryptofdnu a
tyrozinu, pricom maximum absorpcie je okolo 280 nm. Vytvorené s pomocou GPT-4.o.

Tento graf sliZi na rychle posudenie Cistoty vzorky pomocou UV spektrofotometrie. Pomery medzi
jednotlivymi absorbanciami (napr. A260/A280) umoziuju uréit mieru kontaminacie DNA vzorky
proteinmi alebo inymi necistotami.

Cistotu vzorky hodnotime nasledovne

Pomer A260/A280:
DNA: idealne ~1,8
< 1,7 - kontamindcia proteinmi alebo fenolom
RNA: idedlne ~2,0 (Cistda RNA). Nizsi pomer poukazuje na pritomnost proteinov alebo
fenolu.
Pomer A260/A230: ideélne >1,8 pre DNA aj RNA

Meranie je rychle a jednoduché bez potreby kalibracie ku kazdej vzorke. Nepotrebuje reagencie ani
kalibra¢né Standardy a poskytuje aj zakladné informacie o kontamindcii. Nevyhodou tejto metddy je, Ze
meria vSetky latky absorbujtce UV svetlo, takZe Casto precenuje koncentraciu (napr. kontaminacia RNA
v DNA, volné nukleotidy, zvysky soli alebo fenolu). Je nevhodna na meranie velmi nizkych koncentracii
(<10 ng/ul).

Fluorometria (napr. Qubit 4 Fluorometer, Thermo Fisher) pouziva fluorometrickii metdédu, ktora je
zaloZend na viazani Specifickych fluorescenénych farbiv na ciefovi molekulu — DNA, RNA alebo proteiny.
Po naviazani na cielovi molekulu sa fluorescencny signal dramaticky zvysi a zariadenie ho kvantifikuje.
Pre kazdé meranie je potrebna kalibracna krivka. Metdda je citlivejsia ako spektrofotometria, je vyhodna
pre nizke koncentracie alebo kontaminované vzorky. Vyhodou metddy je jej vysoka Specificita a vysoka
citlivost. Farbivo sa viaZe len na dvojvldknovid DNA alebo na RNA, nie na volné nukleotidy alebo
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kontaminanty. Kvantifikacia je spolahliva aj pri velmi nizkej koncentracii (od 10 pg/ul). Je vhodna pre
fragmentovanu DNA alebo RNA — aj pri nizsej kvalite poskytuje presnu kvantifikaciu.

Elektroforéza v agarézovom géli sluzi na overenie celistvosti DNA. Vysoko kvalitna DNA sa zobrazuje
ako ostry vysokomolekulovy pas. Rozmazany alebo slaby signal sved¢i o degradacii (Obrazok €. 20).

gDNA

Obrazok ¢. 20. Elektroforeticka analyza vzoriek izolovanej genomickej DNA (gDNA) na agaréozovom géli. Zdroj:
Kumar A, Mhatre S, Godbole S et al. Optimization of extraction of genomic DNA from archived dried blood spot
(DBS): potential application in epidemiological research & bio banking. Gates Open Res 2019, CC BY-SA 4.0

Bioanalyzéry (napr. Agilent 2100) poskytuju RIN index (RNA Integrity Number). RIN je Ciselny
ukazovatel kvality RNA na sSkdle od 1 (Uplne degradovand RNA) po 10 (intaktnda RNA). Vyvinuty bol
firmou Agilent a beZne sa meria pomocou zariadenia Bioanalyzer alebo podobnymi systémami (napr.
TapeStation).

Elektroforéza RNA vzorky ukaZze dva dominantné pasy: 28S a 18S rRNA (ideadlny pomer 2 : 1) (Obrazok
€. 21). RNA sa nanesie do mikrocipu so separacnym gélom, kde sa elektroforeticky separuje a deteguje
sa jej fluorescencny profil. Softvér automaticky vyhodnoti:

e Pomery 285/18S rRNA (idedlne 2:1)
e Pritomnost degradaénych produktov
o Celkovy ,elektroferogram® RNA
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Obrazok ¢. 21. Elektroforeticka analyza vzoriek izolovanej RNA a stanovenie indexu RIN na pristroji Bioanalyzer
(Aagilent). Upravené podla Fcwalker, https://commons.wikimedia.org, CC BY-SA 4.0,
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Vysledkom je RIN hodnota:

9-10: intaktnd RNA (vhodna na RNA-seq, RT-PCR)

7-8: dobrd kvalita, stale pouzitelna

5-6: mierne degradovana — pouZitelnd na niektoré aplikacie
<5: nevhodnad pre expresné analyzy

Metdda nepodlieha falosne vysokym hodnotdm ako pri UV merani (kvoli DNA kontaminacii). Poskytuje
objektivne a spolahlivé zhodnotenie integrity RNA a umoZiiuje vizualizdciu degradacnych produktov.
Pouzitelnd je iba pre RNA (nie pre DNA). VyZaduje Specidlne laboratdrne vybavenie.

Porovnanie metdd kvantifikacie nukleovych kyselin prezentuje Tabulka ¢. 22:

, c. I' 3 - e r - ) - - . ’ ’
Metdda ietova Kvantifikacia Cistota Integrita Citlivost Vyhody
molekula
Specifické meranie
Qubit DNA/RNA  Ano Nie Nie Vysoka nizkych
koncentracii
, , . , Rychle a bez
Nanodrop DNA/RNA Ano Ano Nie Nizka .,
reagencii
P Objektivne
RIN RNA An? i Nie Ano Stredna hodnotenie kvality
(Bioanalyzer) (priblizne) RNA

Na stanovenie koncentracie proteinov vo vzorkach existuje niekolko metdd:

e Bradford test: zaloZeny na vazbe Coomassie modrej na proteiny.
e BCA test: kompatibilny s detergentmi; meria tvorbu farebného komplexu.
e UV absorbancia (A280): jednoducha, ale menej presna kvoli moZznym kontaminaciam.

Na kontrolu kvality vzorky proteinov sluZi elektroforéza (SDS-PAGE), ktord zobrazi proteinové pasy
podla velkosti. PouZiva sa na hodnotenie Cistoty, pritomnosti degradacie alebo kontaminacie.

Western blot slUzZi na overenie pritomnosti a integrity konkrétneho cielového proteinu pomocou
protilatok (pozri kapitolu 6.5).

Tabulka €. 23 sumarizuje parametre kvality pre jednotlivé typy vzorkov:

Molekula Parameter Idealna hodnota

DNA A260/A230 >1,8

RNA A260/A280 ~2,0

RNA RIN index >8 (pre RT-PCR, RNA-seq)
Proteiny Bradford / BCA zavisi od vzorky (ug/ml)
Proteiny SDS-PAGE profil Ostré, vyrazné pasy

4.6 Kontaminacie, chyby a ich prevencia pri praci s biologickym materialom

Spravne zaobchadzanie s biologickym materidlom je kfucCovym predpokladom pre zabezpelenie
presnosti a spolahlivosti genetickych vysetreni. Kontaminacia alebo chyby vzniknuté pri odbere,
manipulacii, izolacii ¢i skladovani vzoriek mézu viest k falosne pozitivnym alebo negativnym vysledkom,
¢o ma zadvazné dosledky najma v klinickej genetike.
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Kontaminacia vzorky moze mat rézny charakter:

Ku krizovej kontaminacii medzi vzorkami dochadza pri nedodrzani bariérovych technik alebo pri préci
s viacerymi vzorkami naraz. MdzZe spdsobit zamenu genetického profilu. Typicky sa vyskytuje pri
pipetovani bez vymeny Spicky alebo pouziti rovnakych pracovnych priestorov bez dekontamindcie.
Kontamindcia nukledzami (DN4aza, RNaza) vedie k degradacii nukleovych kyselin. Nukledzy su enzymy,
ktoré rozkladaju DNA alebo RNA a beZzne sa nachddzaju na kozi a v prostredi. Kontaminacia zvySkami
chemickych latok (fenolu, guanidinovych soli, alkoholu alebo detergentu z izolacnych Cinidiel) moze
ovplyvnit kvalitu downstream analyz (PCR, sekvenovanie).

Pri manipulacii bez rukavic modze dojst ku kontaminacii cudzorodou DNA z prostredia (DNA
z predchadzajucich amplifikacii, tzv. amplicon kontaminacia) alebo od operatora.

Na prevenciu kontamindcii a chyb sltuzia nasledujiuce opatrenia:

Fyzické oddelenie laboratorii pre pracu s neamplifikovanou a amplifikovanou DNA, tzv. pre-
PCR a post-PCR priestorov

Pouzitie sterilnych rukavic, UV sterilizacie, dekontaminacnych roztokov (napr. DNA Away)
Pravidelné Cistenie pracovnych ploch etanolom alebo inymi dekontaminantmi

Pouzivanie rukavic, plastov a navlekov

Priprava reakcii v laminarnom boxe pri manipulacii s RNA

Vymena pipetovacich Spic¢iek medzi vzorkami, idedlne s filtrom

Zavedenie negativnych a pozitivnych kontrol v kazdom analytickom kroku

Dokumentovanie kazdého kroku (¢as, osoba, podmienky)

Vedenie zaznamov o Sarziach reagencii, ddtumoch otvorenia a exspiracie

Pouzivanie Ciarovych kédov na oznacenie vzoriek alebo dudlne overenie Udajov

Spracovanie vzoriek individualne alebo v malych sériach

Minimalizacia ¢asu mimo optimalnych teplot (napr. vzorky na RNA uchovavat na lade a rychlo
spracovat).

Potencialne chyby v praci s biologickym materidlom st uvedené v Tabulke ¢. 23:

pracovného priestoru

Typ chyby Priklad Mozny dosledok
Administrativna Nespravne oznacenie skimavky Zamennd diagndza
Technicka Neuplny odber, stara krv, nespravne pH  Nizky th:_azok alebo
pufra degradacia
Skladovanie Skladovan!e pri nevhodn.ej teplote, Degrada?la DNA/RNA,
opakované rozmrazovanie zmena vysledkov
. . Nepresné objemy, kontaminované Zlé koncentracie, krizova
Pipetovanie v v s
Spicky kontamindcia
Nedostatocna Cistota Amplicon alebo DNA

Zvysky z predchadzajucich vzoriek kontaminacia

Ak sa objavia neobvyklé alebo necakané vysledky, je potrebné:

e Opakovat izolaciu z novej vzorky
e Skontrolovat ¢istotu reagencii a nastavenie pristrojov
e Preverit laboratorne protokoly a logistiky prace

Kontaminacie a technické chyby mé6zu vyznamne ovplyvnit vysledky genetickych testov, ¢o je v klinickej
genetike nepripustné. Ich prevencia si vyZaduje dosledné $tandardné pracovné postupy (SOP), vysoku
uroven laboratdérnej discipliny a pravidelné Skolenia personalu. Aj napriek automatizacii ostava l'udsky
faktor kfu¢ovym prvkom pri zabezpeceni kvality vysledkov.
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5. Cytogenetické metody

5.1 Karyotypizacia (klasicka cytogenetika)

Karyotypizacia je zdkladnd cytogenetickd metdda, ktora sluZi na analyzu pocetnych a strukturalnych
abnormalit chromozémov aj genomickych mutdcii (pozri kapitoly 2.2 a 2.3). Umoziuje vizualizaciu
celého suboru chromozémov v bunkovom jadre aich usporiadanie do Standardného poradia podla
velkosti, tvaru a lokalizacie centroméry — zostavenie tzv. karyotypu.

Historicky sa prvé systematické pozorovania chromozémov datuju do 19. storocia, ale aZ v polovici 20.
storocia bolo mozZné spolahlivo uréit spravny poéet chromozémov u ¢loveka. V roku 1956 Tjio a Levan
definitivne stanovili, Ze ludsky diploidny pocet chromozdmov je 46. Skutocny rozvoj karyotypizacie ako
Standardnej diagnostickej metédy nastal v 60. a 70. rokoch 20. storodia, kedy boli vyvinuté rézne
techniky pruzkovania (banding), ktoré umoznili odlisit jednotlivé chromozdmy nielen podla velkosti, ale
aj podla charakteristickych vzorov farbenia.

Metodika klasickej karyotypizacie je zaloZena na kultivacii buniek, ktoré si schopné delit sa. Na
aktivaciu T-lymfocytov z periférnej krvi sa vyuziva fytohemaglutinin, o je mitogén, ktory stimuluje tieto
bunky k vstupu do bunkového cyklu a ndaslednej mitéze. Po trojdiiovej kultivacii sa do média pridava
kolchicin, ktory inhibuje funkciu deliaceho vretienka tym, Ze zabranuje polymerizacii mikrotubulov. Tym
dojde k zastave delenia v metafaze, kedy si chromozdémy maximalne kondenzované a najlepsie viditelné
pod mikroskopom. Nasleduje hypotonickd lyza buniek, ktord zabezpeci ich prasknutie a rozptylenie
chromozémov. Potom sa preparat fixuje zvyéajne metanol : acetatom (Carnoyova fixacia). Vysledna
bunkovd suspenzia sa nakvapkava na predchladené podloZzné sklicka, ¢o umozZnuje optimalne
rozloZzenie chromozomov v metafazickych platnickdch. Po zafarbeni sa chromozémy fotografuju
a analyzuju bud manudlne, alebo pomocou automatizovanych systémov pre digitdlne snimanie
a usporiadanie karyotypu. Tieto systémy vyrazne ulahcuju triedenie chromozémov, meranie ich
parametrov a predbeznu detekciu abnormalit, no vysledna interpretacia stale vyZaduje odborny dohlad.
Jednotlivé kroky metddy su schematicky zndzornené na Obrdazku €. 22.
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Obrazok €. 22. Priprava prepardtu metafazickych chromozémov z periférnej krvi na karyotypizdciu. Vytvorené
pomocou BioRender.com.
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Na rozliSenie jednotlivych chromozémov sa vyuzivaju rézne pruzkovacie techniky, ktoré vytvaraju
opakovatelné vzory svetlych a tmavych pdsov. Tieto pasy odrazaju rozdiely v kompaktnosti chromatinu,
teda v jeho Struktirnom usporiadani:

e Euchromatin je menej kondenzovany, transkripéne aktivny chromatin bohaty na gény.
e Heterochromatin je silne kondenzovany, prevazne transkripéne neaktivny a ma niz$i obsah
génov.

NajcastejSie pouzivané typy pruzkovania zahfiaju:

e G-pruzkovanie (Giemsa banding) — po enzymatickej prediprave (najCastejSie trypsinom) sa
chromozémy farbia Giemsa roztokom, ¢im vznika charakteristicky pridzkovany vzor. Tmavé
pruhy zodpovedaju heterochromatinu, svetlé euchromatinu. Tato technika je dnes Standardom
v rutinnej cytogenetike.

e Q-pruzkovanie — vyuziva fluorescencné farbiva, ako je quinacrin, a vyzaduje pozorovanie pod
fluorescenénym mikroskopom. Vysledné pruzky koreluju s G-prizkovanim, ale metdda je menej
stabilnd. Ide skor o historicku techniku, ktora sa dnes v rutine nepouziva.

e R-pruzkovanie poskytuje obrateny obraz oproti G-prizkom. Pri tejto technike sa chromozémy
najprv oSetruju hordacimi puframi (napr. fosfatovym pufrom pri 87 °C), ktoré denaturuju DNA
v oblastiach s nizsSim obsahom GC parov. Vysledkom je, Ze euchromatinové (génovo bohaté)
oblasti sa farbia tmavo, zatial ¢o heterochromatin zostdva svetly. R-pruzkovanie je velmi
uzitocné pri podrobnej analyze telomerickych oblasti, ktoré sa pri G-pruzkovani ¢asto zobrazuju
nejasne.

e C-pruzkovanie — zvyraziiuje predovsetkym konstitutivny heterochromatin, najma v oblasti
centromér, a sluzi na detekciu heterochromatinovych variantov.

e NOR-pruzkovanie — farbi oblasti nukleoldarnych organizatorov (gény pre rRNA), ktoré sa
nachadzaju na kratkych ramenach akrocentrickych chromozémov.

Priklady vysledkov pruzkovacich technik su na Obrazku ¢. 23.
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Obrazok ¢. 23. Priklady vysledkov pruzkovacich technik. Parcidlne karyotypy zahrnujice len najviicsie ludské
chromozomy ¢€. 1 aZ 3. Upravené podla Oubokss F. et al. (Hum Genet 2024) a Rupa D et al. (Hum Reprod Sci 2016),
oboje licencované jako CC BY NC.

Klinické vyuZitie karyotypizacie je Siroké. VyuZiva sa pri diagnostike vrodenych vyvojovych portch,
mentdlnej retardacie a dysmorfickych znakov, najma u deti. Vyznamna je tieZ pri vySetreni pricin
neplodnosti, opakovanych potratov Ci pri planovani asistovanej reprodukcie. V prenatalnej diagnostike
sa uplatfiuje pri podozreni na aneuploidie (napr. trizomiu 21, 18, 13 Obrazok €. 24) na zaklade
biochemickych alebo ultrazvukovych ndlezov. V oblasti onkohematolégie umozniuje identifikaciu
Specifickych chromozomalnych prestavieb, ako su translokacie pri leukémidach, ktoré su dolezité pre
urcenie diagndzy, progndzy a sledovanie liecebnej odpovede.
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Aj ked'sa najcastejSie karyotypizacia vykonava z periférnej krvi, konkrétne z mitoticky stimulovanych T-
lymfocytov, cytogenetickd analyza sa moze realizovat aj z inych typov tkaniv a buniek v zavislosti od
klinickej indikacie.

V prenatdlnej diagnostike sa karyotyp stanovuje z plodovych buniek, ktoré sa ziskavaju:

e Amniocentézou — ide o odber plodovej vody, ktora obsahuje exfoliované fetdlne bunky
(amnioocyty). Tieto bunky su kultivované niekolko dni (zvyéajne 7-10), kym sa dosiahne
dostatocny pocet mitdz na analyzu. Vyhodou je relativne nizke riziko komplikacii a dostatocny
pocet deliacich sa buniek.

e Biopsiou choriovych klkov — ziskava sa trofoblastovy materidl z placenty, ktory sa moze
analyzovat bud nekultivovany (pri rychlej analyze), alebo po kratkodobe;j kultivacii. Nevyhodou
moze byt pritomnost mozaiky medzi placentou a embryom (tzv. confined placental
mosaicism), ktord mézie komplikovat interpretdciu vysledku. Pritomnost mozaiky medzi
placentou a embryom, predstavuje stav, pri ktorom si chromozomalne abnormality pritomné
iba v bunkach placenty, zatial ¢o fetalne (embryonalne) bunky maji normalny karyotyp. Tento
javvznika pocas raného embryonalneho vyvoja, ked'sa z jednej pévodne geneticky abnormalnej
bunky vyvija iba placenta, zatial ¢o embryo sa vyvija z geneticky normalnej bunkovej linie —
alebo naopak. Ak sa chromozomalna abnormalita zisti iba v choriovych klkoch, ale nie je
pritomna v plode, mbze to viest k nespravnemu zaveru, Ze plod je postihnuty. Pri naleze
mozaiky v choriovych klkoch sa zvyfajne odporuca potvrdenie vysledku z iného materialu,
napriklad z amniocytov (amniocentéza), ktoré lepsie odrazaju genetickl vybavu samotného
plodu.

e Kordocentézou — ide o odber fetdlnej krvi z pupocnika. VyuZiva sa pri neskorsich stadiach
gravidity, najma ak je potrebné potvrdit alebo vylucit mozaicizmus. Materidlom su opét krvné
bunky, ktoré moZno spracovat podobne ako periférnu krv dospelého. Kordocentéza je
indikovana vo velmi zriedkavych pripadoch.
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Obrazok ¢. 24. Priklady karyotypov s patologickymi ndalezmi. Karyotyp pacientky s Turnerovym syndromom (45,
X0) (wikimedia.org., Malini S. et al, CC Attribution 2.0 Generic) a pacientky s Patauovym syndrémom (47, XX ,+13)
(wikimedia.org., CarloDiDiO, CC BY-SA)

Pri podozreni na onkohematologické ochorenia sa karyotypizacia ¢asto vykonava z kostnej drene alebo
z periférnej krvi pri vysokej leukocytéze. V tomto pripade su cielovymi bunkami hematopoetické
prekurzory, ktoré si vo vysokej mitotickej aktivite, ¢o umoZiuje rychle spracovanie bez potreby
mitogénnej stimuldcie. Cytogeneticka analyza kostnej drene je klucova pri diagnostike leukémif
a myelodysplastickych  syndromov, pretoze umoznuje detekciu Specifickych  klonalnych
chromozomalnych aberacii, ktoré maju diagnosticky a prognosticky vyznam (Obrazok €. 25).
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Dal$imi zdrojmi buniek pre cytogenetickl analyzu moézu byt:
¢ Koina biopsia (fibroblasty) — vyuZiva sa najma pri vySetrovani genetickych syndromov u deti
s negativnym nalezom v periférnej krvi, najma ak sa predpoklada mozaicizmus alebo ked' krvné
bunky neodrazaju genotyp inych tkaniv.
e Produkty potratu (choriove tkanivo alebo plod) — pouZivaji sa na identifikaciu
chromozomalnych pri¢in spontannych potratov. DoéleZité je zabezpelit rychly transport
a spravne spracovanie vzorky, aby sa minimalizovala kontaminacia materinskym tkanivom.

Kazdy typ vychodiskového materidlu ma svoje Specifika, pokial ide o:

e Cas potrebny na kultivaciu (rychlejSia analyza z kostnej drene, dlhsia z fibroblastov),

e riziko kontamindcie inymi bunkami (napr. materskymi leukocytmi v pripade abortovaného
materialu),

e moznost vyskytu mozaiky, ktoru nie je vidy mozné potvrdit z jedného tkaniva,

e 3 tieZ moZnosti spracovania bez potreby stimuldcie delenia (napr. pri nddorovych bunkach
s vysokou mitotickou aktivitou).

Vsetky tieto faktory ovplyvnuju vyber vhodnej vzorky aj interpretaciu vysledku karyotypizacie. Spravna
volba materidlu je kluCovd najma v prenatdlnych pripadoch, pri vysetrovani mozaiky alebo
v hematologickej onkoldgii, kde sa od cytogenetickych nalezov odvija liecba aj progndza ochorenia.
Napriek rozvoju modernych molekuldarnych technoldgii, ktoré umoznuju vyssie rozlisenie, klasicka
karyotypizacia zostdva nenahraditelnou metddou najmad pre prehladnd detekciu velkych
chromozomalnych aberdacii, polyploidie, aneuploidie a komplexnych Strukturalnych zmien. Je to
robustnd a osvedcena technika, ktora si v klinickej genetike stale udrziava pevné postavenie.

. Filadelfsky chromozom
Translokacia ‘ I ’l hd
X 9 der9 22 der22 (Ph)
9 22 9q+ 22q-

Normalne chromozomy

Obrdzok ¢. 25. Schéma vzniku Filadelfskej translokdcie a priklad iastocného karyotypu s touto translokdciou,
ktora je typickym ndlezom u pacientov s chronickou myeloidnou leukémiou. Porusend je sekvencia
protoonkogénu ABL na chromozéme ¢. 9. Vytvorené s pomocou BioRender.com. a Wikimedia.com, Adam Smith, CC
BY-SA 4.0.

5.2 FISH (Fluorescenc¢na in situ hybridizacia)

Fluorescencnd in situ hybridizacia, zndma pod skratkou FISH, predstavuje modernd molekularno-
cytogenetickd metddu, ktord umoziuje detekciu Specifickych sekvencii DNA priamo v chromozémoch
alebo v jadre interfazickych buniek. Na rozdiel od klasickej karyotypizacie, ktora si vyzaduje deliacie sa
bunky a poskytuje prehlad o celkovej chromozomalnej Strukture, FISH dokéaze cielene identifikovat
konkrétne genetické lokusy alebo chromozomalne zmeny s vysokou citlivostou a $pecifickostou.

Zakladom metddy je komplementarna vazba DNA sondy na cielovu sekvenciu DNA v analyzovanej
bunke. Sondy su znacené fluorescenénymi farbivami, ktoré po hybridizacii umoZznuju vizualizaciu pod
fluorescenénym mikroskopom. Samotny postup zahfia niekolko krokov:

1. Denaturacia DNA v prepardte aj v sonde — dvojvlaknovd DNA sa teplom alebo chemicky rozdeli
na jednotlivé vlakna.
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2. Hybridizacia — znacend sonda sa viaze na svoju komplementarnu sekvenciu v gendme.
3. Post-hybridizacné premytie — odstranenie nespecificky naviazanych sond.
4. Detekcia —signaly sa pozoruju pod fluorescenénym mikroskopom ako jasne farebné body.

Na rozdiel od konvencnej cytogenetiky, ktorda vyZaduje metafdzové chromozémy, FISH je mozné
realizovat aj na interfazovych jadrach, ¢o vyrazne skracuje ¢as spracovania a umozriuje detekciu aj
v neproliferujucich tkanivach.

Podla ucelu a rozsahu vysetrenia rozliSujeme niekolko typov FISH sond:

Centromérové sondy (alfa-satelitné sondy) — viazu sa na centromérové oblasti jednotlivych
chromozémov a umoziuju kvantitativne hodnotenie poctu chromozémov (napr. pri detekcii
aneuploidii v interfaze, Obrazky ¢. 26 a 29).

Lokus-Specifické sondy — zamerané na konkrétny gén alebo jeho cast, napriklad sondy pre
detekciu delécii 22g11 (DiGeorgeov syndrom, Obrazok €. 27), 17p13 (TP53) alebo Specifickych
translokdcii (Obrazok €. 28)

Paintovacie (chromozém-painting) sondy — oznacuju celé chromozémy alebo ich ramena.
Pouzivaju sa najma pri identifikacii komplexnych prestavieb alebo translokacii, napriklad
v nadorovej cytogenetike.

Telomerické sondy — sliZia na vysetrenie poruch koncovych oblasti chromozémov, ktoré
byvaju zle rozlisitelné pri klasickom G-prazkovani.

Multicolor FISH (M-FISH) a Spectral Karyotyping (SKY) (Obrazok €. 30) — vyuZivaju kombinaciu
viacerych farieb na stcasné zobrazenie vsetkych chromozémov. Umoziiuju komplexny prehlad
pri tazko €itatelnych aberaciach a u onkohematologickych pacientov.

FISH nasla svoje uplatnenie v r6znych oblastiach lekdrskej genetiky aj onkoldgie. Medzi najcastejsie
klinické indikacie patri:

Prenatalna diagnostika — rychla detekcia beznych aneuploidii (chromozémy 13, 18, 21, X, Y)
v interfazovych bunkach z amniocytov alebo choriovych klkov (Obrazok €. 26). Vysledok je
dostupny v priebehu 24—-48 hodin, ¢o umoZiiuje skoré rozhodovanie.

Postnatdlna geneticka diagnostika — potvrdenie mikrodelecnych syndrémov (napr. Williamsov
syndrom, Prader-Williho/Angelmanov syndrom, Obrazok €. 27), translokacii alebo mozaiky.

Onkologicka cytogenetika — detekcia recipro¢nych translokacii a génovych fuzii, ktoré maju
prognosticky a terapeuticky vyznam. Prikladom je pritomnost BCR-ABL fuzie (philadelphsky
chromozém, Obrazok €. 28) pri chronickej myeloidnej leukémii alebo t(8;14) pri Burkittovom
lymféme.

Preimplantacna geneticka diagnostika (PGD) — analyza embryi pred ich zavedenim do
maternice, FISH umoZnuje detekciu vybranych chromozomdlnych abnormalit eSte v ranych
Stadiach vyvoja (Obrazok ¢. 29)

Medzi vyznamné indikacie FISH patri aj diagnostika tzv. mikrodele¢nych syndrémov. Ide o genetické
poruchy sposobené malymi (mikroskopicky neviditelnymi) deléciami isekov chromozémov, ktoré
mozu zahinat niekolko génov, ¢asto s vyznamnou regulacnou funkciou. Tieto delécie su prilis malé
na to, aby boli zretelne pozorovatelné klasickym karyotypovanim, preto sa vyuziva prave FISH
s lokus-Specifickymi sondami, ktoré su navrhnuté presne na postihnuté oblasti.
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farbivom Spectrum
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Obrdzoké. 26. A/ Detekcia chromozomov X a Y v interfazovych bunkdch a v metafdze metodou FISH B/
Lokalizdcia sond na chromozémoch. Upravené podla Hsu J. H. et al. (Int J Mol Sci 2013), Wikomedia.com., CC BY-
SA 3.0.

Typickymi prikladmi mikrodele¢nych syndrémov su:

e DiGeorgeov/Velo-kardio-facialny syndrém (22q11.2 delécia) (Obrazok ¢. 28) — prejavuje sa
vrodenymi srdcovymi vadami, poruchami imunitného systému (chyba thymus) a vyvinovymi
oneskoreniami.

e Williamsov-Beurenov syndrom (7q11.23 delécia) — spojeny s typickymi rysmi tvare,
kardiovaskularnymi abnormalitami a Specifickym kognitivnym profilom.

e Prader-Williho a Angelmanov syndrom (15q11-q13 delécia)- rozdielna expresia podla
rodiCovského povodu delécie (genomicky imprinting - pozri Kapitolu 2.5) s typickymi
neurologickymi a behavioralnymi prejavmi.

FISH je v tychto pripadoch cennou diagnostickou metédou, kedZe umoziiuje rychle ajednoznacné
potvrdenie podozrenia na mikrodelecny syndrom, najmd ak klinicky obraz pacienta svedci
o konkrétnom genetickom deficite.

Obrazok ¢. 27. Potvrdenie mikrodelecnych syndromov metodou FISH. Chybajuci Cerveny signdl znamend
mikrodeléciu typicku pre DiGeorgov syndrom. Zeleny signdl oznacuje centroméry chromozomov ¢. 22. Fryssira S.
et al. (/ Med Genet 2004), CC BY-NC 4.0.
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Obradzok ¢. 29 Detekcia Filadelfskej translokdcie v bunkdch pacientov s chronickou myeloidnou leukémiou.
Cerveny signdl oznacuje sekvencie na chromozéme 9, zeleny signdl oznacuje sekvencie na chromozéme 22,
priblizenie oboch signdlov za vzniku ZItého prekryvania znamend pritomnost translokdcie. VV bunke A je nadpocetny
chromozdm 22, v bunke B je nadpocetny chromozom 9, Bunka C obsahuje chromozdmy 9 a 22 bez translokdcie a
jeden Filadelfsky chromozém. Upravené podia Svabek Z. T. et al. (Blood Res 2018), CC BY-NC 4.0

Obrazok ¢. 29. Analyza embryi metodou FISH, pocty cervenych signdlov odrdZaju pocet chromozémov 18
v blastomére. Upravené podla Lee H.S. et al. J Korean Med Sci. 2007, CC BY-NC 3.0

Obrazok ¢. 30. Priklad vysledku metédy spektrdlnej karyotypizdcie - Spectral Karyotyping (SKY), pri ktorej je

kaZdy par homologickych chromozémov odliseny inou farbou.
Verejnd doména https://www.genome.gov/genetics-glossary/Spectral-Karyotype-SKY
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Najvdcsou vyhodou FISH je jej rychlost, presnost a moZnost cieleného vy$etrenia v roznych typoch
buniek vratane nedeliacich sa. Vyznamnou vyhodou je aj jej pouZzitelnost pri malom mnoZstve materialu
alebo fixovanych tkanivach (napr. v patoldgii).

Limitaciou vSak zostdva, Ze FISH detekuje iba tie abnormality, na ktoré je konkrétna sonda navrhnuta.
Nevhodne zvoleny panel sond méze viest k prehliadnutiu zdvaznej genetickej aberacie. Na rozdiel od
celogendmovych metdd, ako je array CGH, FISH neumoziuje plosny skrining gendmu, ale iba cielend
analyzu.

5.3 Array-CGH (komparativna genomova hybridizacia)

Array-CGH (komparativna gendmova hybridizacia na Cipe) je moderna cytogenetickd metdda, ktord
umoziuje vysokopresné a celogenomové detegovanie nerovnovainych chromozomalnych zmien,
teda strat (delécii) alebo ziskov (duplikacii) genetického materidlu. Na rozdiel od klasickej
karyotypizacie, ktord ma obmedzené rozlisenie (zvyc¢ajne nad 5-10 Mb), array-CGH umoznuje odhalit
submikroskopické zmeny uz v rozsahu niekolkych kilobaz, ¢im vyznamne zvySuje diagnosticky vytazok
najma u pacientov s nespecifickymi vyvinovymi poruchami.

Zakladom techniky je porovnanie gendmovej DNA pacienta a referencnej (kontrolnej) DNA, pricom obe
vzorky su odlisne fluorescencne znacené (napr. Cervena pre pacienta, zelena pre kontrolu). Po znaceni
sa tieto vzorky spolu hybridizujd na DNA mikrocip, ktory obsahuje tisice sekvencéne definovanych
oligonukleotidovych sond pokryvajucich cely ludsky genédm.

Po hybridizacii sa analyzuje pomer intenzity signalu oboch farieb na jednotlivych sondach (Obrazok
¢. 31):

e Pomer 1:1 znamena normalnu kdpiu DNA (rovnovaha).
e Prebytok signdlu pacientskej DNA signalizuje duplikaciu alebo amplifikaciu.
o Ubytok signalu pacientskej DNA naznacuje deléciu.

Vysledkom analyzy je grafické zndzornenie celého gendmu, kde sa jasne ukazuju oblasti strat a ziskov
genetického materidlu (Obrazok ¢. 32).
Array-CGH je v sUicasnosti povazovana za metddu prvej volby pri genetickom vySetreni pacientov s:

e poruchami vyvinu a intelektu, mentalnou retardaciou, autizmom ¢i dysmorfnymi ¢rtami,

e vrodenymi malformaciami nejasného pévodu,

e nespecifickymi neurologickymi syndromami alebo oneskorenym psychomotorickym vyvinom,
e nevyjasnenymi genetickymi nalezmi pri klasickej cytogenetike.

’

U prenatdlne diagnostikovanych plodov sa array-CGH uplatiiuje najma v pripadoch, ked
ultrazvuk alebo iné vySetrenia poukdzu na morfologicki anomaliu bez jednoznacnej priciny.
V porovnani s FISH alebo klasickou karyotypizaciou poskytuje podstatne vysSSie rozliSenie
a umoziuje globalny skrining gendmu bez predchadzajuceho podozrenia na konkrétny
syndréom.

Najvac¢sou vyhodou array-CGH je jej schopnost detegovat malé genetické nerovnovahy, ktoré
by inymi cytogenetickymi metédami zostali neodhalené. Navyse, metdda nevyzaduje deliacie
sa bunky, ¢im odpadd nutnost kultivacie a skracuje sa ¢as potrebny na ziskanie vysledku.
Medzi obmedzenia patri najma to, Ze array-CGH nezachytava vyvaziené chromozomalne
prestavby, ako su translokacie alebo inverzie, ktoré nemenia mnozstvo DNA. Rovnako nedokaze
detegovat mozaikové populacie s nizkym zastipenim, pokial netvoria asponn 20-30 %
analyzovanej vzorky.

Interpretacia nalezov si vyzaduje dékladnu bioinformatickd analyzu a znalost databaz variacii
v populdcii. V niektorych pripadoch mézu byt detegované zmeny, ktorych klinicky vyznam je
neisty (tzv. varianty nejasného vyznamu — VUS), ¢o moze komplikovat genetické poradenstvo.
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Obrazok €. 31. Princip aCGH. Upravené podla Hupé P. et al., ,Array-CGH protocol.svg”, v: Computational Systems
Biology of Cancer, Chapman & Hall/CRC (2012), CC-BY-SA 3.0.
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Obrazok ¢ 32. UkdZka vysledku metody aCGH. Priklad de novo delécie cca 14 Mb v chromozéme 12
(12q21.2-q21.33) detegovanej u postihnutého dietata. Delécia obsahuje gén LIN7A, ktory je pri¢inou mentdineho
postihnutia. Upravené podla Matsumoto et al. (Intellectual Disability 2014), CC BY 4.0.
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5.4 SNP array (analyza polymorfizmov jedného nukleotidu)

SNP array predstavuje rozsirenie principu komparativnej genémovej hybridizacie (CGH) o analyzu
polymorfizmov jedného nukleotidu — teda tzv. single nucleotide polymorphisms (SNPs), ktoré su
najbeznejSou formou genetickej variability v fudskom gendéme. Tato metdéda tak kombinuje
kvantitativne informdacie o pocte képii DNA (ako v array-CGH) s genotypovymi informaciami, ¢o
prinasa zasadne rozsirené diagnostické moznosti.

Na rozdiel od klasickej array-CGH, kde sa porovnava pacientova DNA s referencnou, SNP array pracuje
len s DNA pacienta, ktora sa znaci a hybridizuje na Cip obsahujuci oligonukleotidové sondy Specifické
pre stovky tisic az miliény zndmych SNP lokusov v gendme.

Systém je schopny detegovat:

e Straty a zisky genetického materialu (copy number variants, CNVs),

e Zmeny genotypu v jednotlivych lokusoch (homozygotnost vs. heterozygotnost),

e Oblasti straty heterozygotnosti (LOH) — dolezité pri niektorych vrodenych poruchach alebo
nadoroch,

e Uniparentalnu dizémiu (UPD) — situaciu, ked jedinec zdedi obe kdpie chromozému od jedného
rodica,

e Mozaicizmus, ak je dostatocne zastupeny.

SNP array sa uplatfiuje v rovnakych klinickych indikacidch ako array-CGH, ale s vySSou rozliSovacou
schopnostou, ktord umoZiiuje objasnit aj zloZitejsie genetické mechanizmy:

e Detekcia UPD — napr. pri Prader-Williho alebo Angelmanovom syndréme, kde materska alebo
otcovska uniparentalna dizomia vedie k abnormalnemu genomickému imprintingu.

e Detekcia rozsiahlych segmentov homozygotnosti — o moézZe naznacovat pribuzensky pévod
rodicov (konzanguinita), a tym zvysené riziko vyskytu autozomdlne recesivnych ochoreni.

e Podrobnejsia analyza chromozomalnych prestavieb u pacientov s vyvojovymi poruchami, kde
array-CGH odhali len hrubu nerovnovahu, ale SNP array poskytne informaciu o mechanizme
vzniku.

e Prenatdlna diagnostika — najma v pripadoch, kde je podozrenie na UPD, triploidiu alebo
mozaicizmus, ktoré by iné techniky mohli prehliadnut.

Hlavnou vyhodou SNP array oproti Standardnému CGH je dodato¢na genotypova informacia, ktora
umoznuje nielen uréit kvantitativne zmeny, ale aj posudit zlozitejsie genetické fenomény. V prenatalne;j
diagnostike poskytuje najkomplexnejsi prehlad, ak je cielom zachytit vsetky vyznamné formy genetickej
nerovnovahy vratane UPD ¢i segmentalnej homozygotnosti.

Medzi obmedzenia patri opit nemozZnost detegovat vyvazené prestavby (napr. reciproéné translokacie
bez straty/zisku DNA). Rovnako, ako pri array-CGH, aj tu méze dojst k detekcii variantov nejasného
vyznamu (VUS), ¢o kladie vysoké naroky na geneticku interpretaciu a poradenstvo.

5.5 Porovnanie cytogenetickych a molekularno-cytogenetickych metod

Cytogeneticka diagnostika preSla za posledné desatrofia vyraznym vyvojom — od klasickej
mikroskopickej analyzy chromozémov az po vysoko citlivé gendmové cCipové technoldgie. Kazda
z pouZitych metdd ma svoje Specifické vyhody, limity a klinické uplatnenie, preto je doleZité porozumiet
ich vzajomnému postaveniu a vhodnosti pouZitia podla konkrétnej klinickej situacie.

Klasicka karyotypizacia zostava zakladnou metddou klasickej cytogenetiky. UmoZiiuje vizualizovat cely
chromozémovy komplet v metafaze a identifikovat velké numerické a Strukturadlne aberacie, ako su
aneuploidie, velké delécie, duplikacie, translokicie alebo inverzie. Jej vyhodou je prehladna
vizualizacia celého genédmu, a schopnost detegovat aj vyvaziené prestavby, ktoré nespdsobuji zmenu
mnozstva genetického materialu.
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Nevyhodou je vsak nizke rozlisenie (5—-10 Mb) a zavislost od deliacich sa buniek — teda ¢asova naro¢nost
a potreba kultivacie.

FISH (fluorescencna in situ hybridizacia) predstavuje most medzi klasickou a molekuldrnou
cytogenetikou. VyuZiva fluorescenéne znacené DNA sondy, ktoré sa hybridizuji priamo na chromozémy
alebo na bunkové jadra. Metdda je cielena — teda je potrebné vediet, ¢o hladame. Hodi sa na rychlu
detekciu konkrétnych numerickych ¢i Strukturalnych aberacii (napr. aneuploidie, mikrodelécie, fuzne
gény).

FISH ma vyssSie rozliSenie ako karyotypizacia (v rozsahu stoviek kb), nevyZaduje deliace sa bunky
a poskytuje rychly vysledok, ¢o je cenné najma v prenatdlnej diagnostike. Jej hlavnhym obmedzenim je,
Ze neposkytuje celogenémovy prehlad — musi byt pouzitd so $pecifickym klinickym podozrenim.
Array-CGH umoziuje celogenémovu analyzu nerovnovaznych zmien DNA s velmi vysokym rozliSenim.
Nezachyti vyvdiené prestavby, ale odhali mikrodelécie, mikroduplikacie a iné submikroskopické
zmeny, ktoré st mimo dosahu klasickych technik. Predstavuje metédu prvej volby pri nespecifickych
vyvojovych poruchach, kde nie je jasné, ktoru oblast gendmu vysetrit.

Vyhodou je mozZnost vysSetrenia aj z nedeliacich sa buniek, ¢im sa zniZuje technicka naroc¢nost a zvySuje
flexibilita.

SNP array rozsiruje vyhody array-CGH o informaciu o genotypoch a alelickom zloZeni, ¢o umoziuje
detekovat uniparentalnu dizémiu, rozsiahlu homozygotnost, segmenty straty heterozygotnosti ¢i
triploidiu. Je idedlna v pripadoch, kde je potrebné pochopit geneticky mechanizmus poruchy, napriklad
pri imprintovanych ochoreniach.

Obe Cipové metddy (array-CGH aj SNP array) maju vysoku citlivost, ale rovnako nezachytia vyvaiené
prestavby a v pripade néalezov nejasného vyznamu mézu skomplikovat genetické poradenstvo.

Tabulka c. 24. zhriiuje rozdiely medzi cytogenetickymi metédami

Metéda RozliSenie Deteguje Deteguje Potrebuje Celogenémova Deteguje
vyvazené  mikrodelécie deliace sa analyza upPD /
prestavby  / duplikacie bunky mozaicizmus

Karyotyp ~5_10Mmb

- ’ X nie (iba , , :
(tisice & 4no o, « ano « ano X nie
, velké)
génov)
FISH ~100-200
4 & ano (ak
kb (1-10 obmedzene Zij
génov, ak ) >a pouzije X nie X nie X nie
- X (iba vhodna
je znamy i )
L cielené) sonda)
ciel)
Array- ~50-100
Y /\ len hruby
CGH kb . . . , .
o X nie &/ ano X nie & 4no mozaicizmus
(niekolko
) (>20-30 %)
génov)
SNP ~10-50 kb
array (aj & éno (UPD,
iednotlivé X nie & ano X nie & ano LQ!—L
. mozaicizmus)
gény)
Pozndmky k tabulke:

Rozlisenie ,,v Mb“ alebo , kb“ uddva minimdinu velkost genetickej zmeny, ktoru metdda spolahlivo
zachyti. Napriklad klasicky karyotyp je schopny detegovat len aberdcie vdcsie nezZ priblizne 5 Mb (teda
tie, ktoré zasahuju stovky az tisice génov), zatial' ¢o SNP array méZe zachytit zmeny uZ v rozsahu desiatok
kb (Casto jednotky génov).
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Mozaicizmus je sCasti detegovatelny metdédami ako SNP array alebo FISH, ale len vtedy, ak podiel
zmenenej bunkovej linie presiahne urcity prah citlivosti (zvyéajne 20-30 %). Karyotyp mozZe mozaiku
zachytit nahodne, zavisi vSak od poc¢tu analyzovanych metafaz.

UPD (uniparentdlna dizémia) a LOH (strata heterozygotnosti) su 3pecifické znaky zachytitelné len
metddami obsahujlicimi genotypovacie sondy — teda SNP array.

Kombinacia metdd je ¢asto nevyhnutnd — napriklad pri nejasnych prenatalnych nalezoch je vhodné zacat
array-CGH a v pripade vyvazenej prestavby doplnit karyotyp. Cielené FISH sondy sa uplatnia v pripadoch
znamych mikrodele¢nych syndrémov alebo Strukturdlnych prestavieb.

Vdaka tomuto spektru technik mbézeme pristupovat k genetickej diagnostike individualizovane
a efektivne, s cielom dosiahnut maximalnu diagnosticku vytaznost s ¢o najnizSou zataZou pre pacienta.
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6. Molekularno-genetické metody

6.1 PCR (Polymérazova ret’azova reakcia)

Polymérazova retazova reakcia (PCR) predstavuje zadkladni technoldgiu modernej molekuldrnej
genetiky, ktord umozZnuje exponencidlnu amplifikaciu Specifickych isekov DNA. Tato metdda, vyvinutd
Karym Mullisom v 80. rokoch 20. storocia, sposobila revollciu v genetickom vyskume, diagnostike
a forenznej analyze. Zakladom je cyklické denaturovanie DNA, naviazanie Specifickych primerov
a predizenie retazca DNA pomocou termostabilnej DNA polymerazy (napr. Taq polymerazy) (Obrazok
¢. 33)

PCR sa vyuZiva na detekciu mutacii, analyzu génovych polymorfizmov, diagnostiku infekénych agens,
identifikaciu patogénov, ako aj na analyzu expresie génov (v pripade RNA). V lekarskej genetike je jej
prinos zasadny pri vyhladavani patogénnych variantov v génoch zodpovednych za monogénové
ochorenia, ako aj pri skriningu prenasacov, prenatalnej diagnostike ¢i detekcii minimalnej rezidudlnej
choroby pri nddoroch.

Annealing (nasedanie primerov)
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Obrdzok .€ 33. Princip polymerdzovej retazovej reakcie. Vytvoreno pomocou BioRender.com
6.1.1 Klasicka, real-time a digitalna PCR

Klasicka PCR (konvenéna PCR) predstavuje najzakladnejsiu formu polymerazovej retazovej reakcie. Po
extrakcii DNA z biologického materidlu sa do reakcénej zmesi pridaju Specifické primery, nukleotidy
(dNTPs), pufrovy roztok, tepelne stabilna DNA polymeraza (najcastejsie Taq polymeraza) a templatova
DNA. Reakcia prebieha v termocykleri, ktory cyklicky meni teplotu podla troch zakladnych krokov
(Obrazok ¢. 33):

e denaturdcia (zvycajne pri 94-95 °C), kde sa dvojvldknova DNA rozdeli na jednotlivé vlakna,
¢ anelacia (nasedanie primerov) — pri teplote zavislej od sekvencie primerov (50-65 °C),
o elongacia (prediZenie) — polymeraza predlzuje novy retazec (zvyéajne pri 72 °C).

Po 30-40 cykloch je vysledkom velké mnoZstvo amplifikovaného fragmentu DNA, ktory sa vizualizuje
pomocou elektroforézy v agarézovom alebo polyakrylamidovom géli obsahujucom interkala¢né
farbivo, napr. etidiumbromid (Obrazok €. 34). Klasickda PCR umozriuje kvalitativnu detekciu — zistuje
pritomnost alebo nepritomnost Specifickej sekvencie, no neposkytuje informaciu o jej mnoistve.
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Metdda je sice jednoduchd a lacna, no neumoziuje kvantifikaciu amplifikovanych produktov v redlnom
Case.

Real-time PCR (kvantitativna PCR, gPCR) je technika, pri ktorej sa amplifikacia DNA sleduje v redlnom
¢ase pomocou fluorescenénych signalov. Fluorescencia vznikd v dosledku interakcie so Specifickym
farbivom (napr. SYBR Green viazanym na dvojvldknovu DNA) alebo v d6sledku Stiepenia fluorescencne
znacenych sond (napr. TagMan sondy) (pozri Obrazok ¢. 35)

Ziskané data umozniuju urcit pociatok amplifikacie (Ct, threshold cycle) a nasledne odhadnit mnoistvo
vychodiskovej DNA (Obrazok €. 36) — Ci uz absolutne (s vyuZitim kalibracnej krivky), alebo relativne.
Relativna kvantifikacia je beZne pouzivany sp6sob vyhodnocovania vysledkov kvantitativnej PCR (qPCR),
najma pri Studiu génovej expresie. Namiesto presného urcenia absolitneho poctu molekul transkriptu
v analyzovanej vzorke sa zistuje, ako sa meni expresia cielového génu v porovnani s referenénym
génom a referencnou vzorkou.Tato metdda ma vysoku citlivost a Specificitu a je Siroko vyuZivana pri:

e diagnostike infekénych ochoreni (napr. HIV, HPV, SARS-CoV-2),
e kvantifikacii expresie génov (napr. onkogény, tumor supresory),
e detekcii mutacii

A NaloZenie Separacia Farbenie
vzoriek DNA fragmentov DNA a vizualizacia
1) na gél 2 ) v elektrickom 3 ) fragmentov DNA
poli v UV svetle
\ ©
o \] R
Horizontadlna \ I I
elektroforéza N ' | :
Qj 1N | 11

Vertikalna -
elektroforéza = -

Obrazok ¢. 34. Elektroforetickd separdcia fragmentov DNA. A/ Horizontdlna elektroforéza v agarézovom a
vertikdlna elektroforéza v polyakrylamidovom géli. Vytvorené pomocou BioRender.com. B/ Nandsanie vzoriek na
agardzovy gél (Karolina Fok, https://commons.wikimedia.org, CC BY-SA 4.0) C/ Amplifikované fragmenty spolu s
DNA ladderom (siborom DNA fragmentov o zndmej dizke) vizualizované v agarézovom géli

(TransControl, https://commons.wikimedia.org, CC BY-SA 3.0)
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Obrazok ¢. 35. Detekcia amplifikovanej DNA pocas PCR v redlnom case, interkalujice farbivo (napr. SYBR Green)
alebo Taq Man sonda Vytvorené pomocou BioRender.com.
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Obrdzok ¢ 36. Princip polymerdzovej retazovej reakcie v realnom éase (Real-time PCR). Hodnota Ct (¢islo PCR
cyklu, v ktorom reakcia vstupuje do exponencidlnej fazy) je nepriamo tumernd mnoZstvu DNA vo vzorke. Vytvorené
pomocou BioRender.com.
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Digitalna PCR (dPCR) predstavuje moderny a vysoko presny nastroj na kvantifikaciu nukleovych kyselin.
Jej princip spociva v rozdeleni jednej PCR reakcie na tisice aZz milidny malych reakénych jednotiek,
v ktorych amplifikacia prebieha nezavisle. Po ukonceni PCR cyklov sa kazda jednotka analyzuje na
pritomnost fluorescenéného signalu, ¢im sa urdi, ¢i obsahovala cielovu sekvenciu (pozitivna) alebo nie
(negativna). Vysledkom je absolttna kvantifikacia bez potreby Standardnej krivky (pozri Obrazok €. 37).
V praxi sa dnes vyuZivaju najma dve technologické platformy — kvap6ckova digitalna PCR (droplet-
based, ddPCR) a ¢ipova digitalna PCR (chip-based dPCR) — ktoré sa liSia najma spdsobom delenia reakcie
a technickym spracovanim.

Kvapackova dPCR pracuje na principe vytvarania tisicov vodnych kvapiek, ktoré su rozptylené v olejovej
emulzii. Kazda kvap6cka obsahuje reakénd zmes a potencialne jednu alebo Ziadnu molekulu cielovej
DNA. PCR prebieha subeZne vo vSetkych kvapkach, ktoré sa po amplifikacii analyzuju fluorescencne.
Vyhodou tejto platformy je mimoriadne vysoky pocet mikroreakcii, ¢o zaruduje vybornd citlivost
a presnost, najma pri detekcii nizkofrekvencénych variantov, ako st napriklad mutacie v nddorovej DNA.
Zaroven vsak tato metdda vyZaduje Specifické pristrojové vybavenie na tvorbu a Citanie kvapiek a je
citlivejSia na technickd manipulaciu.

Cipova dPCR naopak vyuZiva mikro€ipy s tisickami malych komérok, do ktorych sa vzorka rovnomerne
rozdeli. Kazda komérka funguje ako samostatna PCR jednotka. Vyhodou tohto riesenia je jednoduchsia
manipulacia, bez potreby tvorby emulzii a mensie riziko technickych chyb. Hoci pocet reakcénych
jednotiek byva niz$i ako pri kvapockovej dPCR, Cipové platformy poskytuji dostatoénu citlivost
a reprodukovatelnost pre vacsinu klinickych aj vyskumnych aplikdcii. Cipové systémy st tak vhodné
najma do rutinnych laboratdrii, kde je doraz kladeny na jednoduchost a spolahlivost.

Obe technoldgie umoziuju aj multiplexovanie — teda sucéasnu detekciu viacerych cielov — a nachdadzaju
Siroké uplatnenie v molekularnej diagnostike, najma v onkolégii, prenatalnom skriningu, transplantolégii
a detekcii patogénov. Vyber vhodnej platformy zavisi najma od poziadaviek na citlivost, dostupného
pristrojového vybavenia a charakteru skimanej vzorky.

Vysledkom dPCR je digitalny vystup — pocet pozitivnych a negativnych reakcii, z ktorych sa na zaklade
Poissonovej distribucie vypocita absolutny pocet ciefovych molekul. Tato technoldgia je mimoriadne
uzito¢na pri:

e detekcii nizkej frekvencie mutacii (napr. pri skriningu cirkulujicej nadorovej DNA v krvnej plazme

-tzv. “liquid biopsy”, pozri kapitolu 8.3 Tekuta biopsia a cirkulujica nadorova DNA)

e kvantifikacii virusovej naloze

e analyze gendbmového mozaicizmu

e presnej detekcii CNV (copy number variation)

Multiplexova PCR predstavuje techniku, pri ktorej sa v jednej PCR reakénej zmesi amplifikuje viacero
cielovych sekvencii sucasne. To sa dosahuje pouzitim viacerych parov primerov, pricom kazdy par je
Specificky pre iny gén alebo Usek DNA. Tento pristup Setri ¢as, material aj biologickd vzorku a je
mimoriadne uZito¢ny v klinickej diagnostike, forenznej analyze ¢i vyskume génovej expresie.

V gPCR je multiplexovanie zaloZené na pouziti Specifickych fluorescenénych sond (napr. TagMan sondy),
z ktorych kazda je oznacena inym fluoroférom. Fluorescenéné farbiva sa liSia emisnym spektrom, ¢o
umoznuje simultanne sledovanie viacerych amplifikacnych reakcii v jednom cykle. Typicky sa daju
sledovat 2 aZ 4 ciele naraz, pricom vyber vhodnych farbiv a optimalizacia primerov je kltéova pre
minimalizaciu krizovej reaktivity a efektivnu detekciu.

Prikladom klinického vyuZitia je sicasnd detekcia patogénu (napr. virusovej RNA) spolu s internou
kontrolou (napr. housekeeping gén) v jednej reakcii, ¢im sa zvysi spolahlivost testu.

V digitdlnej PCR je princip multiplexovania podobny, avSak vdaka vysokému rozliSeniu systému
arozdeleniu reakénej zmesi do tisicov az miliGnov samostatnych mikroreakcii (kvapocok alebo
nanokomorok) je mozné preciznejsie rozliSit aj malé rozdiely vo fluorescencii medzi jednotlivymi
sondami. Kazda kvapdcka obsahuje bud' Ziadnu, alebo jednu molekulu ciefovej DNA. V pripade multiplex
dPCR su rbzne ciele detegované pomocou rbéznych sond a nasledne vyhodnocované podla
fluorescencného signdlu v jednotlivych reakénych jednotkdch. Moderné dPCR systémy umoznuju
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multiplex detekciu aZz 3-5 cielov, niektoré aj viac, v zavislosti od poctu detekénych kandlov
a sofistikovanosti softvéru.

Digitdlna PCR s multiplexovanim je cennd najma v onkologickej diagnostike, kde umoziiuje presnu
kvantifikaciu viacerych mutdcii v jednej vzorke, alebo pri prenatalnom skriningu, kde sa sicasne deteguju
viaceré chromozomalne abericie.

Multiplexovanie prinasa tieto vyhody

e Uspora ¢asu a materialu.

e Mensia spotreba biologickej vzorky (d6leZité pri vzacnych alebo limitovanych vzorkach).

e MoiZnost simultdannej detekcie génov, mutacii, vnitornych kontrol alebo infekénych agensov.
e Vyssia informativna hodnota jedného PCR testu.

Metdda multiplexovania ma vsak aj svoje limity a tazkosti:

e Narocna optimalizacia primerov a sond (vyhybani sa vzajomnej hybridizacii primerov — tvorbe
ich dimérov — a krizovym interakcidm medzi sondami a primermi).

e Obmedzeny pocet dostupnych fluorescenénych kanalov.

e Mozné interferencie medzi reakciami pri zlom dizajne multiplexu.

Detekcia Urovne fluorescencie po Detekcia urovne fluorescencie po
skonéeni vSetkych PCR cyklov skonéeni vsetkych PCR cyklov
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Obradzok ¢ 37. Princip digitdlnej polymerdzovej retazovej reakcie. Velmi silnu fluorescenciu maju velmi vzdcne
subreakcie, ktoré obsahuju dve a viac cielovych sekvencii. Tdato skutocnost sa zohladriuje pri vypocte koncentrdcie
kvantifikovanych sekvencii. Vytvorené pomocou BioRender.com. a pomocou ddt vlastného vyskumného timu

6.1.2 RT-PCR - analyza ribonukleovych Kkyselin

Reverzna transkripcna PCR (RT-PCR) je modifikaciou klasickej PCR, pri ktorej vstupnym materidlom nie
je DNA, ale RNA. T4 sa najskor pomocou enzymu reverznej transkriptazy prepisuje na komplementarnu
DNA (cDNA), ktora potom sluzi ako matrica pre Standardnt PCR (Obrazok €. 38).

Metdda sa uplatriuje v pripadoch, ked'je ciefom analyzovat génovu expresiu — teda kolko RNA uréitého
génu sa v bunke nachadza. Prikladom moze byt detekcia prepisu Specifickych onkogénov, kontrola
expresie génov v roznych typoch tkaniv, alebo sledovanie fuznych transkriptov pri nadorovych
ochoreniach (napr. BCR-ABL pri chronickej myeloidnej leukémii).
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Obrazok ¢. 38. Priprava cDNA pre studium génovej expresie. Vytvorené pomocou BioRender.com.

Ak je RT-PCR kombinovand s real-time detekciou, umozniuje kvantifikdciu génovej expresie — tato

.....

relativna kvantifikacia. Na porovnanie sa pouziva tzv. housekeeping gén, teda gén s konstantnou
expresiou napriec roznymi bunkovymi typmi, podmienkami a experimentalnymi skupinami. Medzi ¢asto
pouzivané patria napriklad:

e GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza)
e ACTB (B-aktin)

e 18S rRNA (ribozomalna RNA)

e HPRT1 (hypoxantin-fosforibozyltransferaza 1)

Vyber referenéného génu musi byt experimentalne validovany, pretoZe Ziaden gén nie je univerzalne
stabilny vo vSetkych podmienkach.
Relativna kvantifikacia sa ¢asto vykonava pomocou tzv. AACt metdédy (delta-delta Ct). Ct (threshold
cycle) je pocet cyklov, pri ktorych intenzita fluorescenéného signalu prekroci stanoveny prah — teda
cyklus, kedy sa zacina exponencidlna faza amplifikacie. Plati, Ze ¢im viac ciefovej molekuly je vo vzorke,
tym nizsi Ct.
Pri vypocte sa postupuje takto
1. ACt: Pre kazdu vzorku sa vypocita rozdiel medzi Ct cielového génu a Ct referencného génu:
ACt=Ct ciefovy gén_Ct referenény’ gén
2. AACt: Porovna sa ACt testovanej vzorky s ACt referenénej (kontrolnej) vzorky:
AACt:ACtvzorka_ACtreferencia
3. Vysledok sa vyjadri ako tzv.fold-change (FC), ndasobok zmeny génovej expresie v testovanej

vzorke oproti kontrole:
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Relatiivna expresia=2"24¢

Fold change znamenda nasobnu zmenu hladiny expresie génu alebo mnoZstva analyzovanej molekuly
medzi dvoma vzorkami alebo podmienkami. Vyjadruje, kolkokrat je dany gén viac alebo menej
exprimovany (aktivny) v jednej vzorke v porovnani s druhou:

e Fold change = 2 znamen3, Ze hladina expresie je dvojnasobne vysSia neZ v porovnavacej
(referencnej) vzorke.

e Fold change = 0,5 znameng, Ze hladina expresie je polovicna v porovnani s referencnou vzorkou.

e Fold change = 1 znamen3, Ze medzi vzorkami nie je rozdiel v expresii.

Napriklad:
Ak ma testovana nadorova vzorka hodnotu ACt = 4 a zdravd kontrolnd vzorka ACt = 7, potom AACt =
-3. Relativna expresia je:

273 =8
To znamena, Ze cielovy gén je v nadorovej vzorke exprimovany 8-nasobne viac nez v zdravej kontrole.
Pri pouZziti relativnej amplifikacie je potrebné zabezpecit rovnaki Gé€innost PCR reakcie pre cielovy aj
referencny gén. Ct hodnoty by mali byt ziskané z reakcii vykonanych vo viacerych technickych
replikatoch. Interpretacia vysledkov musi zohladnit aj biologicku variabilitu a Statisticka analyzu
rozdielov.
Metdda RT —PCR m3 Siroké vyuZitie:

e virologicka diagnostika — detekcia RNA virusov (napr. HIV, virus chripky, SARS-CoV-2),
e onkogenetika — analyza expresie flznych génov, skrining rezidudlneho ochorenia,

e vyskum génovej expresie — analyza transkripéného profilu buniek,

o farmakogenetika — sledovanie Ucinku liecby na expresiu Specifickych génov.

6.2 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Metdda MLPA, teda multiplexna amplifikacia zavisla od ligacie sond, predstavuje efektivny a citlivy
nastroj na detekciu zmien poctu kopii vybranych sekvencii v gendme. Tato technika sa vyuZiva
predovSetkym na analyzu delécii a duplikacii v konkrétnych génoch alebo gendémovych oblastiach, a to
aj v pripadoch, ked ide o velmi malé zmeny, ktoré si pod rozliSovacou schopnostou klasickej
cytogenetiky.

Zaklad MLPA spociva v pouziti Specialnych sond, ktoré pozostavaju z dvoch casti hybridizujucich
k susednym Usekom cielovej DNA. Tieto dve Casti sa mozZu spojit (ligovat) len v pripade, Ze su perfektne
naviazané na cielovu sekvenciu. Ligacia prebehne iba vtedy, ak je dana sekvencia v gendéme pritomna a
intaktna. Po ligacii vznikne funkéna sonda, ktora sa nasledne amplifikuje pomocou PCR s univerzalnymi
primérmi. (Obrazok €. 39) Dole?ité je, 7e kazda sonda ma rozdielnu dizku, ¢o umoZiiuje separaciu
vyslednych amplikénov a presné urcenie, ktoré cielené oblasti boli pritomné v normalnom, znizenom
(delécia) alebo zvySenom (duplikacia) pocte.

Velkou vyhodou MLPA je moznost analyzovat desiatky az stovku sekvencii v jednej reakcii z minimalneho
mnozstva DNA, ¢o robi metddu velmi efektivnou. NevyZaduje fragmentaciu DNA ani jej znacenie,
a vysledky su porovnatelné s referenénymi vzorkami. Vzhladom na svoju robustnost a jednoduchost sa
MLPA uplatfiuje v Sirokej Skale diagnostickych situacii. Je nepostradatefnou metdédou napriklad pri
molekuldrnej diagnostike Duchennovej muskularnej dystrofie, kde umoziuje detekciu exédnovych delécii
(Obrazok €. 40) a duplikacii, ako aj pri analyze génov BRCA1 a BRCAZ2 v suvislosti s hereditarnym
karcindmom prsnika a vajecnikov. Rovnako je casto vyuZivanda pri diagnostike mikrodelecnych
syndromov, ako je DiGeorgeov syndrém ¢i Williamsov syndrom.

Okrem detekcie zmien poctu képii moze MLPA v niektorych verziach slizit aj na detekciu metylaéného
stavu DNA, ¢im sa rozSiruje jej pouZitie aj na epigenetické analyzy. Metylacne senzitivne MLPA vyuZiva
Specifické metylacne senzitivne restrikéné enzymy, ktoré Stiepia nemetylované miesta, ¢im brania ligdcii
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sond. Tento variant je cenny napriklad pri vySetreni imprintingovych poruch, ako je Praderov-Williho
alebo Angelmanov syndrém.

Celkovo mozno MLPA charakterizovat ako univerzélnu, lacnej$iu a menej naroénu metédu v porovnani
s array-CGH, ktora poskytuje vysoké rozlisenie v presne definovanych oblastiach gendmu. Jej nevyhodou
je, Ze neumoznuje detekciu novych, neznamych gendmovych zmien mimo cielovych oblasti — preto je
vhodna najmad ako doplnok alebo potvrdenie predpokladanych abnormalit, nie ako nastroj
celogendmového skriningu.
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a amplikén bude chybat.

Obrazok ¢. 39. Schéma principu MLPA: hybridizdacia, ligdcia a multiplexna PCR. Zdroj: Talley et al. (Br Med Bull
2015), licencia CC BY 2.0 (schéma adaptovand zo zdroja)

Kontrolna vzorka

Z” Z“” zw €50
l 1 e lhi_lu

Vyska piku 778 915 862 561

Zena, nositelka DMD s deléciou v géne
pre dystrofin na jednom chromozéme X

1L LLLELLL LLL LLLJLL_

Vy3ka piku 439

Obrazok ¢. 40. Ukdzka vysledkov metédy MLPA. Typicky pripad Zeny prendsacky Duchennovej muskuldrnej
dystrofie, kde MLPA elektroferogram jasne odrdZa zniZeny signdl typicky pre heterozygotnu deleciu. V analyzovanej
vzorke je viditelné, Ze exony 47-50 maju signalizacné vrcholy priblizne na hodnote 0,5 oproti normalizovanému
kontrolnému signdlu. Tento vystup je Standardne automaticky spracovany softvérom (napr. Coffalyser alebo
GeneMarker), ktory vyhodnoti relativny podiel signdlu oproti referencnej vzorke. Typické hodnoty pre prendsacku
sa pohybuju v rozpdéti 0,5 + 0,2, u normdlneho stavu v okoli 1,0. Obrdzok adaptovany z Open Access publikdcie
Marzese D.M., et al. (Genet Mol Res 2008), CC BY.
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6.3 Sekvenovanie

Sekvenovanie DNA patri k najdoleZitejSim molekularno-genetickym metédam, ktoré umoznuju priamo
urcit poradie nukleotidov v molekule deoxyribonukleovej kyseliny. Tato informacia je klticova pre
identifikaciu génovych mutdcii, diagnostiku dedi¢nych ochoreni, objasnenie patogenézy nddorov, ako aj
pre vyskumné ucely v oblasti genetiky, biomediciny a evolucnej biolégie. Od svojho vzniku v 70. rokoch
20. storocia presla technolégia sekvenovania vyraznym vyvojom. Z klasického Sangerovho sekvenovania,
ktoré umoznovalo precitat stovky baz, sa vyvoj posunul k vysokokapacitnym technoldgidm novej a tretej
generacie, ktoré su schopné paralelne analyzovat miliény fragmentov DNA.

Rozne typy sekvenovania sa liSia v technickom principe, vykonnosti, presnosti aj nakladoch, a preto sa
v klinickej praxi aj vyskume vyuZivaju podla konkrétneho ucelu. V nasledujucich ¢astiach budu podrobne
popisané jednotlivé technoldgie vratane ich vyhod a obmedzeni.

6.3.1 Sangerovo sekvenovanie

Sangerova metdda sekvenovania DNA, znama aj ako metdda termindcie retazca, bola vyvinuta
Frederickom Sangerom v roku 1977 a stala sa zakladnym ndastrojom molekuldrnej bioldgie na vyse tri
desatrocia. Jej princip spociva v syntéze komplementarneho vlakna DNA, ktoré je ndhodne ukonéené
vélenenim dideoxynukleotidov (ddNTP). Tieto modifikované nukleotidy nemaju hydroxylovu skupinu na
3" uhliku, a preto znemoznuju dalSie predlZzovanie DNA retazca DNA polymerazou.

V povodnej verzii Sangerovej metddy sa pouzival radioaktivne znaceny primer a Styri separatne reakéné
zmesi, pricom kazda obsahovala jeden druh ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP alebo ddGTP). Po syntéze
vznikli fragmenty DNA roznej dizky, ukonéené na jednotlivych bazach. Tie sa nasledne separovali
pomocou denaturacnej polyakrylamidovej gélovej elektroforézy a vizualizovali autoradiograficky.
Vysledny obraz tvoril $tyri paralelné drahy, z ktorych bolo mozné manuélne od¢itat poradie baz.
Vyznamny pokrok priniesla automatizacia tejto techniky v 80. a 90. rokoch. Zavedenie fluorescencne
znacenych ddNTP umoznilo zIuéenie Styroch reakcii do jednej zmesi, kde kazdy typ terminatora nesie iné
fluorescenéné farbivo. Takto vzniknuté fragmenty suU ndsledne separované pomocou kapilarnej
elektroforézy, kde fluorescencny detektor zaznamendva farbu kaZzdej koncovej bazy v redlnom case.
Vysledkom je elektroferogram, v ktorom su jednotlivé piky zodpovedajice bazam usporiadané podla
velkosti fragmentov.

Pri reakcii sa pouzije Specificky primer, DNA polymeraza, zmes dNTP a mensie mnoZstvo znac¢enych
ddNTP (povodne radioaktivne, neskor fluorescenéne). Po syntéze vznika stibor fragmentov DNA, ktoré
koncia na jednotlivych bazach — podla toho, ktory ddNTP bol inkorporovany. Tieto fragmenty sa
nasledne separuju elektroforézou podla velkosti a deteguju podla pouzitého znacenia. Vysledkom je tzv.
elektroferogram, ktory predstavuje poradie baz v analyzovanej sekvencii. (Obrazok ¢. 41)

Tato moderna forma Sangerovho sekvenovania vyrazne zjednodusila a urychlila analyzu DNA. UmoZiuje
precitat priblizne 700-1000 baz s vysokou presnostou (>99,9 %) v jednej reakcii. Hoci je metdda
kapacitne obmedzend a nevhodna pre rozsiahle gendmy alebo paralelné analyzy mnohych génov, vdaka
svojej presnosti je nadalej vyuZivana na overovanie mutacii zistenych inymi metédami, na cielené
sekvenovanie malych génov ¢i na potvrdenie heterozygotnych bodovych variantov.

Sangerovo sekvenovanie sa dnes najcastejSie pouziva ako tzv. ,zlaty standard” pre overovanie
vysledkov inych technoldgii (napr. NGS) alebo pri analyze jednotlivych génov s obmedzenym
poctom exdnov. Je velmi presné a citlivé pre detekciu heterozygotnych bodovych mutacii,
malych inzertov a delécii, ale nie je vhodné na detekciu rozsiahlejSich Strukturalnych variantov
alebo pri analyze velkych gendmov z dévodu nizkej priepustnosti a vyssich nakladov na bazu.
Sangerova metdda sice postupne ustupuje vysokokapacitnym platformam novej generdcie, no
v mnohych klinickych aj vyskumnych laboratériach ostdva cennym a spolahlivym nastrojom pre
cielend analyzu DNA.
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Obradzok ¢. 41. Princip Sangerovho sekvenovania a ukdzka jeho vysledku. Vytvorené pomocou BioRender.com.
6.3.2 Sekvenovanie novej generacie (NGS)

Sekvenovanie novej generacie (next-generation sequencing, NGS) predstavuje revolu¢nu technoldgiu,
ktora zdsadne zmenila pristup k analyze gendmu. Na rozdiel od tradi¢cného Sangerovho sekvenovania,
ktoré umoznuje Citanie jednej DNA sekvencie naraz, NGS umoziiuje masivne paralelné sekvenovanie
milidnov fragmentov DNA sucasne. Tato priepustnost umoziuje analyzovat celé gendmy, exdmy alebo
vybrané panely génov rychlo, presne a za prijatefnu cenu.

Zakladnym principom NGS je rozbitie analyzovanej DNA na kratke fragmenty, ku ktorym sa
v laboratérnom prostredi pripoja zname sekvencie — tzv. adaptory. Takto pripravené kniznice DNA sa
nasledne fixuju na pevny povrch (napr. na tzv. Flow Cell) alebo sa amplifikuju pomocou emulznej PCR.
Vlastny proces sekvenovania prebieha vo viacerych cykloch, pocas ktorych sa inkorporuju znacené
nukleotidy a sucasne sa zaznamendva vznikajlci signal, najcastejsie fluorescencny. Vysledkom su kratke
sekvencné citania (,reads”), ktoré sa nasledne bioinformaticky mapujui na referenény gendm
a analyzuju.
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Obradzok c. 42. Princip NGS na platforme lllumina. Vytvorené pomocou BioRender.com.

«

Existuje viacero technoldgii NGS, ktoré sa liSia podla principu detekcie (napr. ,,sequencing by synthesis
(Obrazok ¢&. 42), ,,sequencing by ligation“), typu platformy (napr. lllumina, lon Torrent) ¢i podla dizky
C¢itania. Vacsina platforiem vSak poskytuje ¢itania v rozsahu 75 az 300 baz a umoziuje parové Citanie
(,paired-end”), ¢o zvySuje presnost priradenia fragmentov (mapovanie, mapping) k referen¢nému
gendmu najma v oblastiach s repetitivnou Strukturou.
Parové Citanie (paired-end sequencing) je technika v sekvenovani DNA, ktora umozriuje Citat oba konce
jedného fragmentu DNA. Namiesto toho, aby sa sekvencia ziskala len z jedného smeru (tzv. single-end
Citanie), sa v paired-end sekvenovani ¢itaju sekvencie z oboch stran daného fragmentu, pricom medzi
nimi zostava znama (aj ked neprecitand) vzdialenost.
Parové citanie ma niekolko vyhod:
e ZvySenie presnosti mapovania k referencnému genému (mappingu): Ak je sekvencia z jedného
konca tazko zaraditelna do referen¢ného gendému (napriklad kvoli opakovaniu alebo nizkej
komplexite), druhy koniec méze pomdct najst spravne miesto.
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e Detekcia Strukturnych variantov: Parové Citanie umozniuje odhalit delécie, inzercie, inverzie
alebo translokacie, pretoze nesulad medzi o¢akdvanou a skuto¢nou vzdialenostou ¢i orientaciou
parov moze indikovat gendmovd prestavbu.

e Lepsie pokrytie zloZitych oblasti: V oblastiach s vysokym obsahom GC baz alebo s repetitivhou
sekvenciou zvySuje parové Citanie Sancu na Uspesné mapovanie a analyzu.

Pri priprave kniZnice pre parové &itanie sa fragmenty DNA o zndamej dizke (napr. 300600 baz) oznadia
adaptormi na oboch koncoch. Pocas sekvenovania sa najskor nacita sekvencia z jedného konca (napr.
150 baz), a nasledne sa rovnaky fragment ¢ita z opacného konca. Vysledkom su dva sekvenéné zaznamy
(ready) pre kazdy fragment —tzv. read 1 a read 2. Tieto parové Udaje sa potom v bioinformatickej analyze
pouzivaju spolu, ¢im sa zvySuje kvalita a spolahlivost celého sekvenovania.

NGS sa v sucasnosti Siroko uplatnuje v klinickej genetike aj v onkoldgii. Umoznuje napriklad:

e identifikaciu bodovych mutacii, malych inzertov a delécii v desiatkach az stovkach génov naraz,
e detekciu nukleotidovych variantov asociovanych s monogénovymi ochoreniami,
e analyzu mozaiky, mitochondrialnej DNA alebo viacerych mutacii v jednom géne,

e panely génov pre diagnostiku dedi¢nych syndrémov (napr. predispozicia k nadorovym
ochoreniam),

e celogendmové (WGS) alebo celosexomové sekvenovanie (WES) pre vyskumné aj diagnostické
Ucely.

Velkou vyhodou NGS je vysokd priepustnost a moznost paralelne analyzovat velky podet vzoriek.
Zaroven vsak tato technoldgia kladie zvySené naroky na bioinformaticku infrastruktiru a spracovanie
dat, vratane filtrovania variantov, interpretdcie ich klinickej vyznamnosti a spravy incidentalnych
nalezov.
V klinickej praxi sa preto ¢asto vyuzivaju cielovo zamerané panely génov, ktoré sa zameriavaju
na presne definovanu skupinu ochoreni a umoznuju rychlu a nakladovo efektivnu analyzu. NGS
tak dnes tvori zaklad modernej genetickej diagnostiky a vyznamne prispieva k rozvoju
personalizovanej mediciny.

6.3.3 Sekvenovanie tretej generacie

Sekvenovanie tretej generacie predstavuje dalsi evolu¢ny krok v oblasti analyzy nukleovych kyselin. Na
rozdiel od predchadzajucich technolégii umoznuje Citat velmi dlhé Useky DNA v redlnom c¢ase a bez
potreby predchadzajicej amplifikacie. Vdaka tymto vlastnostiam umoziiuje podrobnejsie Studovat
Strukturne varianty, oblast gendmu s vysokou repetitivitou, ako aj epigenetické modifikacie, ktoré nie
su detekovatelné klasickym NGS.

Zakladnym principom tychto metdd je priame Citanie jedinej molekuly DNA alebo RNA bez nutnosti
klonovania ¢i PCR amplifikacie. V sucasnosti sU najrozSirenejsie dve technologické platformy: PacBio
(Pacific Biosciences) a Oxford Nanopore Technologies (ONT) (Obrazok ¢. 43).

PacBio SMRT (Single Molecule Real Time) sekvenovanie vyuZiva Specialne nanokomory — ZMW (zero-
mode waveguides), kde sa sleduje syntéza komplementarnej DNA jednou polymerazou v redlnom case.
Fluorescentne znacené nukleotidy sa inkorporuju do rasticeho retazca a systém deteguje jednotlivé
svetelné impulzy v ¢ase. Tato technoldgia umozriuje ziskat tzv. HiFi reads — sekvencie s velkou dizkou
(10-25 kb) a zaroven vysokou presnostou (>99,9 %).

Sekvenovanie tretej generdcie prinieslo zasadny posun v pristupe k analyze DNA — umoZziiuje priame
¢itanie jednotlivych molekdl bez nutnosti PCR amplifikicie a s dramaticky predizenou dizkou ¢itania.
Vdaka tymto vlastnostiam su tieto metddy ideadlne na detekciu Struktudrnych variantov, zostavovanie
gendmov, Studium opakujucich sa sekvencii, analyzu epigenetickych znadiek, ale aj pre presné
sledovanie transkriptomickych zmien.
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Obrdazok ¢. 43. Princip sekvenovania tretej generdcie. Upravené podla Nivretta Thatra,
https://commons.wikimedia.org/, CC BY-SA 4.0. Vytvorené pomocou BioRender.com.

Jednou z najinovativnejsich platforiem v tejto oblasti je Oxford Nanopore Technologies (ONT), ktora
vyvinula Uplne novy princip sekvenovania zaloZeny na vyuziti biologickych nanopdrov. UZ v 90. rokoch
vedci preukazali, Zze pri prechode nukleovej kyseliny cez pér v membrane je moiné zaznamenat
charakteristickl zmenu elektrického prudu v zavislosti od sekvencie baz. Spoloénost ONT tdto myslienku
dotiahla do praxe a v roku 2014 uviedla prvy komeréne dostupny sekvenator MinlON, ktory ma rozmery
mensie neZ mobilny telefén a pripaja sa k pocitacu cez USB port.

Princip technolégie Nanopore spociva v tom, Ze jednotlivé molekuly DNA alebo RNA prechddzaju cez
biologicky nanopor (napr. modifikovany protein alfa-hemolyzin alebo CsgG) zabudovany v syntetickej
membrane. Ked sa cez por pohybuje nukleova kyselina, spdsobuje to charakteristické narusenie
elektrického prudu prechadzajuceho cez poér. Tieto zmeny su analyzované v redlnom case a algoritmy
prevadzaju signal na nukleotidovu sekvenciu. Priamy prenos signalu umoziuje nielen citanie sekvencie,
ale aj detekciu modifikacii ako je metylacia DNA — bez nutnosti dalsich chemickych Gprav.

Vyhody Nanopore sekvenovania spocivaji najméa v extrémnej dizke &itania — bezne si dosahované dizky
niekolko desiatok aZ stoviek kilobdz, pricom rekordné &itania presahuji 2 Mb. Navyse ide o mobilnq,
rychlu a flexibilnu technolégiu, ktord umoziuje sekvenovanie priamo v teréne, v redlnom c¢ase a €asto
aj bez nutnosti rozsiahlej laboratérnej infrastruktiry.
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Technoldgia ONT sp6sobila prielom v mikrobioldgii a metagenomike, najma pri analyze mikrobialnych
spoloéenstiev (mikrobidmov). Vdaka dlhym readom je mozné rozlisit jednotlivé druhy baktérii alebo
virusov aj v zlozitych zmesiach a identifikovat patogény bez nutnosti kultivacie. To ma obrovsky vyznam
v klinickej diagnostike, potravindrstve aj environmentalnych stadidch. Nanopore sekvenovanie je mozné
vyuzivat napriklad pri rychlej detekcii patogénov v infekénych loziskach, pocas epidémii (napr. Ebola,
Zika, COVID-19) ¢i pri mapovani antimikrobialnej rezistencie.

Postupne sa zvySuje aj presnost ¢itania (vdaka zlepsenej chémii, algoritmom a konsenzualnemu ¢itaniu).
Moderné pristroje ako GridlON, PromethlON alebo Flongle umoznuju skalovat analyzu od jednej vzorky
aZ po rozsiahle klinické studie.

Napriek stale mierne nizsej presnosti v porovnani s HiFi ¢itaniami z PacBio ma technolégia ONT nesporné
vyhody v oblasti flexibility, dizky &itania, detekcie modifikacii @ moznosti prenosného sekvenovania.
Prave tieto vlastnosti z nej robia vyznamny nastroj aj pre klinicki genetiku, predovsetkym pri Studiu
ochoreni spojenych so Struktirnymi zmenami gendmu, opakujicimi sa sekvenciami alebo zloZito
usporiadanymi variantmi.

6.3.4 Celogenomové a celoexémové sekvenovanie

Rozvoj technoldgii sekvenovania novej generacie (NGS) umoznil detailné Citanie genetickej informacie
v rozsahu, ktory bol este pred niekolkymi rokmi nemyslitelny. Medzi najkomplexnejsie pristupy dnes
patria celogendmové sekvenovanie (Whole Genome Sequencing — WGS) a celoexdmové sekvenovanie
(Whole Exome Sequencing — WES). Obe metddy sa vyuzivaju na identifikaciu genetickych variantov,
ktoré modzu suvisiet s vrodenymi ochoreniami, nadorovou transformaciou, ale aj s individudlnou
odpovedou na liecbu.

Celogendmové sekvenovanie zahrna Citanie celej DNA sekvencie jedinca — teda nielen génovych oblasti,
ale aj intrénov, regulacnych regidnov, repetitivnych sekvencii a tzv. neSpecificky kédujucej DNA. Ide
o najkomplexnejsiu formu genetickej analyzy, ktora umoznuje ziskat informacie o vsetkych typoch
genetickych variantov — od jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP), cez malé inzercie a delécie, aZ po
rozsiahle Strukturdlne zmeny, ako su translokacie alebo duplikacie. Vyhodou WGS je, Ze nezdvisi od
predpokladu, kde by sa mutécia mohla nachadzat, a teda umozriuje aj objavovanie novych génov alebo
regulacnych prvkov spojenych s ochorenim. Nevyhodou vSak zostava vysoka cena, obrovsky objem dat
a zlozitost bioinformatického spracovania.

Celoexdmové sekvenovanie, na druhej strane, cielene zachytdva len tie Casti gendmu, ktoré kéduju
proteiny — teda exdny. Hoci tvoria iba asi 1-2 % ludského genédmu, az 85-90 % klinicky vyznamnych
mutacii sa nachadza prdve v tychto oblastiach. V porovnani s WGS je WES technicky jednoduchsie,
cenovo dostupnejSie a rychlejSie z hladiska vyhodnocovania dat. Z tohto dévodu sa stalo rutinnou
sucastou diagnostiky monogénnych ochoreni, najma ak fenotyp nie je jednoznaéne priraditelny
konkrétnemu génu.

Jednou z mimoriadne cennych aplikacii celoexémového sekvenovania je jeho vyuZitie v analyze tzv. trio
vzorky, kde sa paralelne sekvenuje exdm postihnutého dietata spolu s exdmami oboch rodicov. Tento
pristup wvyrazne zvySuje diagnostickl vytaZnost, najma pri vrodenych vyvojovych poruchach,
neurologickych syndrémoch alebo tazkych metabolickych ochoreniach, ktoré mézu byt désledkom
velmi zriedkavych autozomalne recesivnych mutacii.

Analyza tria umoznuje identifikovat pripady, kde kaidy z rodi¢ov je heterozygotnym prenasaéom
patogénneho variantu v tom istom géne, pricom u dietata dochddza ku kombinacii dvoch réznych alel
(tzv. zloZend heterozygocia) alebo k homozygocii. V mnohych pripadoch ide o gény, ktoré doteraz
neboli spajané s konkrétnym ochorenim, a ich slvislost s patolégiou sa odhaluje prave vdaka tymto
analyzam.

WES v trio formate je preto nielen diagnostickym nastrojom, ale aj vyskumnou platformou, ktora vedie
k objavovaniu novych génov, najma u velmi vzacnych ochoreni, kde sa v jednej populacii vyskytuje len
niekolko malo pacientov. V spojeni s medzinarodnymi databazami a sietami, ako si Matchmaker
Exchange i GeneMatcher, je moZné nasledne identifikovat dalsie pripady s mutaciami v tom istom géne
a podobnym fenotypom, ¢im sa potvrdzuje jeho klinicka relevancia.
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Takyto pristup prispel v poslednom desatroci k prudkému narastu po¢tu novych génov zaradenych do
databaz dediénych ochoreni (napr. OMIM), a stal sa neoddelitelnou sucastou moderného vyvoja
klinickej genetiky.

Vyber medzi WGS a WES zavisi od klinickej otazky, dostupnosti laboratérnych zdrojov, ndkladov a miery
podozrenia na konkrétny geneticky mechanizmus. V niektorych pripadoch sa uprednostiiuje WGS,
napriklad ak existuje podozrenie na ochorenie spésobené mutaciami v nekddujucich oblastiach,
poruchy spojené s regulacnymi elementmi alebo Strukturalnymi aberaciami. WES je vhodny aj tam, kde
sa predpoklada postihnutie zndmeho génu alebo génovej oblasti, pripadne tam, kde je potrebna rychla
orientacna analyza viacerych kandidatnych génov.

Obe metddy nachdadzaju coraz SirSie uplatnenie v personalizovanej medicine. UmoZnuju presnejsie
diagnostikovat genetické poruchy, vyhladavat pribuznych s rizikom dediénych choréb, a tiez
individualizovat terapeutické pristupy napriklad v onkolédgii.

6.3.5 RNA-seq (sekvenovanie RNA)

RNA-seq, teda sekvenovanie RNA novej generacie, je moderna technoldgia, ktord umoznuje detailne
analyzovat transkriptém — teda subor vsetkych RNA molekdl pritomnych v bunke alebo tkanive
v konkrétnom case. Tato metdda prekonala obmedzenia starSich technik, ako su mikrocipy alebo
Northern blot, a poskytuje velmi presny, citlivy a kvantitativny pohlad na génovu expresiu.

Zakladom RNA-seq je prepis (reverzna transkripcia) RNA na komplementarnu DNA (cDNA) (pozri
Obrazok c. 38), ktora sa nasledne analyzuje pomocou technolégii sekvenovania novej generacie (NGS).
Pred samotnym sekvenovanim sa RNA izoluje, ¢asto sa obohacuje o mRNA (napr. pomocou poly(A)
selekcie) alebo sa odstranuje rRNA, ktora tvori vacsinu bunkovej RNA. Nasledne sa RNA reverzne
transkribuje, fragmentuje, pridaju sa sekvenacné adaptéry a vzniknuta kniznica sa amplifikuje a nacita
pomocou NGS platformy.

Vysledkom su milidny kratkych sekvenénych ¢&itani, ktoré sa bioinformaticky mapuju na referenény
gendm alebo transkriptom. Vystupom je kvantifikacia hladin jednotlivych transkriptov, ale aj informacie
o ich Strukture — vratane alternativneho splicingu, fuznych transkriptov, pritomnosti nezndmych
transkriptov i expresii nekanonickych RNA.

RNA-seq umozniuje globalnu analyzu génovej expresie s vysokym rozliSenim. Jeho vyuZitie je velmi
Siroké — od zdkladného vyskumu bunkovych procesov, cez identifikaciu génov zapojenych do
patologickych stavov, aZ po klinické aplikacie v onkoldgii, imunolégii alebo neurolégii.

Jednou z klucéovych vyhod RNA-seq je schopnost detegovat nové alebo zriedkavé transkripty,
identifikovat alternativne strihové (splice)varianty a nekédujuceRNA, ktoré zohravaju dolezitd dlohu
v regulacii génovej expresie. V onkoldgii sa RNA-seq uplatiiuje pri detekcii onkogénnych fuznych
transkriptov (napr. BCR-ABL1), ktoré mo6zZu byt diagnostickym alebo terapeutickym ciefom.

Okrem toho sa RNA-seq pouZiva aj pri porovnavani génovej expresie medzi zdravym a chorym tkanivom
(diferencialna expresia), pri sledovani zmien expresie po lieCbe alebo v réznych stadiach vyvoja.

Hoci RNA-seq poskytuje velmi bohaté data, jeho analyza si vyZaduje narocné bioinformatické
spracovanie a interpretaciu. Vysledky su citlivé na kvalitu vstupnej RNA, vyber protokolu kniznice, ako
aj na nastavenie analytickych parametrov. Pri klinickej aplikacii je preto potrebna standardizacia
a validacia postupu.

6.4. Detekcia modifikovanych baz, epigenetika

Epigenetika skima zmeny v génovej expresii, ktoré nie su sposobené zmenou samotnej sekvencie DNA.
NajdolezitejSim epigenetickym mechanizmom detekovatelnym pomocou molekuldrno-genetickych
metdd je metylacia DNA, ku ktorej dochdadza predovsetkym na cytozinoch v kontexte CpG
dinukleotidov. Vzniknuty 5-metylcytozin nemeni geneticky kdd, ale ovplyviiuje pristup regulacnych
proteinov k DNA a tym aj transkripciu génov.
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Tato epigenetickd metylacia DNA predstavuje klicovy regulaény mechanizmus génovej expresie.
Ovplyvriuje dostupnost DNA pre transkripéné faktory a chromatinové remodelacné komplexy. Detekcia
metylacie je preto délezita pri Stadiu vyvoja, imprintingu, nddorovych ochoreni aj niektorych
genetickych syndrémov. V sucasnosti existuje viacero metdd, ktoré sa liSia citlivostou, rozlisenim
a rozsahom analyzy.

Zlatym Standardom je bisulfitovd konverzia DNA. Zdkladom tejto metddy je chemickd konverzia
nemetylovanych cytozinov pomocou siri¢itanu sodného (bisulfitu). Tento reaguje s cytozinom, ktory sa
cez medzistupen deamindcie meni na uracil. Naproti tomu, metylované cytoziny (5mC) su vodi tejto
reakcii odolné a nemenia sa. Po naslednej PCR a sekvenovani mozno porovnat ziskanu sekvenciu
s referentnou a uréit, ktoré cytoziny boli metylované (tie, ktoré zostali ako ,,C“) a ktoré nie (tie, ktoré
boli precitané ako , T“) (Obrazok ¢. 44).

Metylovana sekvencia Nemetylovana sekvencia
m
---ACTCCACGG---TCCATCGCT--- ---ACTCCACGG---TCCATCGCT---
———TGAGGTGCC———AGGTAGH‘]GA——— ---TGAGGTGCC---AGGTAGCGA---

Bisulfitova konverzia DNA

-==AUTUUAUGG---TUUATCGUT--- -=-=-AUTUUAUGG---TUUATUGUT---

Methylované cytosiny sa nemenia na uracily

-==-TGAGGTGUU---AGGTAGCGA--- ---TGAGGTGUU---AGGTAGUGA---

Obrdzok ¢. 44. Princip bisulfitovej konverzie DNA: metylované (5mC) zostdvaju nezmenené, zatial co
nemetylované cytoziny sa menia na uracil. Pomocou porovnania sekvencii po konverzii, PCR a sekvenovani mozno
presne urcit CpG metyldciu bdza po baze. Zdroj: Bisulfite sequencing, Wikimedia Commons (CC BY-SA)

Tato metdda je vysoko citlivd a umoziiuje az bazovu rozliSovaciu schopnost, t. j. presnd analyzu
metylacie na konkrétnych pozicidch CpG. Uplatiiuje sa napriklad pri analyze metylacného stavu oblasti
11p15, dolezitej pri Beckwith-Wiedemannovom a Silver-Russellovom syndrome, kde abnormalna
metyldcia imprintovacich centier vedie k poruche reguldcie rastu (pozri kapitolu 2.5 Epigenetika).
Metylacne Specificka PCR predstavuje metddu, ktora sa obvykle kombinuje s bisulfitovou konverziou
DNA. Po konverzii sa DNA amplifikuje pomocou dvoch sad primerov — jedna Specificky rozpoznava
metylovanui formu sekvencie, druha nemetylovanu. Pritomnost alebo absencia PCR produktu v reakcii
nasledne sveddi o stave metylacie danej oblasti. Vyhodou je jednoduchost, rychlost a nizka nakladovost,
nevyhodou je obmedzena kvantitativna vypovedna hodnota a nizke rozliSenie.MS-PCR sa ¢asto pouziva
ako skriningova metdda, najma pri analyze zndmych metylovanych lokusov v klinickej diagnostike.

PCR v kombinacii s pdsobenim metylacne citlivych endonukledz je zaloZzena na skutocnosti, Ze niektoré
restrikéné enzymy st schopné rozpoznat Specifickd sekvenciu DNA iba v metylovanom alebo naopak iba
v nemetylovanom stave. DNA sa najprv natravi tymito enzymami a ndasledne analyzuje napriklad
pomocou PCR. Vyhodou je, Ze nie je potrebna bisulfitovd konverzia, nevyhodou je nutnost pritomnosti
vhodnych rozpoznavacich miest v analyzovanej oblasti.

So vzostupom sekvenacénych technoldgii sa rozsirili aj metddy analyzy metylacie zaloZzené na NGS
umoziujuce vysokopriepustni analyzu metylacie v gendme. Patria sem:

¢ Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) — ide o aplikaciu bisulfitovej konverzie na cely geném,
ktory sa nasledne sekvenuje pomocou technolégie NGS. UmoiZniuje globdlne a kvantitativne
zhodnotenie metylacie s vysokym rozliSenim. Vyuziva sa v epigenomickych vyskumoch, napriklad pri
mapovani epigenetickych zmien v nadorovych tkanivach.
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o Targeted bisulfite sequencing — umoziuje analyzovat metylaciu v Specifickych oblastiach genému
(napr. promdtory tumor supresorovych génov, imprintované lokusy) pri nizsich nakladoch nez WGBS.

e MethylCapture sekvenovanie — vyuZiva hybridizac¢né sondy alebo protilatky proti 5-metylcytozinu na
zachytenie metylaciou bohatych oblasti (napr. CpG ostrovov). Zachytena DNA sa nasledne sekvenuje.
Vyhodou je znizeny rozsah sekvenovania pri zachovani vysokej informac¢nej hodnoty a moznost
zamerat sa na biologicky relevantné lokusy (Obrazok €. 45).

¢ Nanopore sekvenovanie metylacie — v poslednych rokoch sa rozvija aj moZnost detegovat metylaciu
priamo pocas sekvenovania bez nutnosti bisulfitovej konverzie. Platformy ako Oxford Nanopore
dokézu rozlisit metylované a nemetylované bazy na ziklade zmien elektrického signalu, ktory
prechadza nanopdérom. Tato technoldgia sa este optimalizuje, ale ma potencial vyrazne zjednodusit
epigeneticku analyzu.

Tieto metddy tvoria stcast epigenetickej diagnostiky a vyskumu a ich volba zavisi od konkrétneho ciela
— Ciide o presnu analyzu jednotlivych CpG miest, alebo o Siroké mapovanie metylacie v celom gendme.
Pri klinickych aplikaciach, ako su imprintingové poruchy alebo onkologicka diagnostika, zohrava
metylacia DNA stdle déleZitejsSiu Ulohu.

Protilatky proti
5-metylcytozinu

/\\ naviazane na
s *E} \ magnetickych
{ m | guldckach v 4

? N4 7

\ 4

, , — Uvolnenie DNA
Separacia protilatok :

\ v a priprava na
s metylovanou DNA | f . | ‘f sekvenovanie ‘f %
pomocou e
magnetickych guldéok & / J! j

Obrdzok c. 45. Princip MethylCapture sekvenovania. Vytvorené pomocou BioRender.com.

6.5 Southern, Northern a Western blotting

Blotovacie techniky predstavuju subor laboratérnych metdd, ktoré umoziuji detekciu Specifickych
biomolekul — DNA, RNA alebo bielkovin — po ich separacii pomocou elektroforézy a ndslednom prenose
na nosi¢ovy materidl, najéastejSie nitrocelulézovu alebo polyvinylidénfluoridovud (PVDF) membranu. Pri
Southern a Northern blotovani sa na prenos analyzovanych molekudl na membranu vyuZzivaju kapilarne
sily stipajuceho pufru, pri Western blotovani sa vSak pouziva elektrické pole ako pri elektroforéze.
Southern blotting (Obrazok €. 46) je historicky prva blotovacia technika, ktoru vyvinul Edwin Southern
v roku 1975 na detekciu Specifickych sekvencii DNA. DNA sa najprv rozStiepi pomocou enzymov —
restrikcnych endonukledz — na fragmenty, ktoré sa potom separuji pomocou elektroforézy
v agarozovom géli. Nasledne sa DNA denaturuje na jednovlaknové retazce a prenesie sa ha membranu,
kde sa fixuje. Cielové sekvencie su detegované pomocou hybridizacie so znacenou (radioaktivnou alebo
chemiluminiscen¢nou) DNA sondou komplementarnou k hfadanému useku.
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Metdda sa vyuziva najma na detekciu genetickych delécii, inzertov alebo portch v génovej Struktire,
vratane poruch génov asociovanych s réznymi monogénovymi ochoreniami. Hoci sa v sicasnosti pouZiva
menej €asto, Southern blotting zostava dolezitym historickym milnikom a v niektorych pripadoch stale
nenahraditelnou metédou, najma pri analyze dlhSich repeticii (napr. pri Huntingtonovej chorobe).
Northern blotting (Obrazok €. 46) je metdda vychadzajuca z principov Southern blottingu, ale pouZiva
sa na analyzu RNA molekul. RNA sa najprv extrahuje z buniek, nasledne sa elektroforeticky separuje
(Casto v denaturacnom géli obsahujicom formaldehyd) a prenesie na membranu. Detekcia Specifickych
transkriptov sa uskutocniuje hybridizaciou so zna¢enou sondou komplementarnou k mRNA sekvencii.
Tento postup umozZriuje uréit pritomnost a velkost transkriptov konkrétnych génov, ¢im sa da ziskat
informdcia o ich expresii v r6znych tkanivach alebo za r6znych podmienok. V minulosti bola metéda
kfucova v transkripénej analyze, no v sucasnosti ju do velkej miery nahradili citlivejSie a kvantitativne
presnejSie technoldgie ako gPCR alebo RNA-seq. Stale sa vSak mdze pouZivat na overenie vysledkov
expresnych analyz alebo na detekciu alternativnych transkriptov.

Western blotting (Obrazok €. 47) je technika urCenad na detekciu proteinov. Po extrakcii proteinov
z buniek alebo tkaniv sa vzorka separuje elektroforézou v polyakrylamidovom géli (SDS-PAGE), ktory
rozdeluje proteiny podla ich molekulovej hmotnosti. Proteiny sa nasledne prenesd na membranu, kde
st inkubované s primarnou protilatkou Specifickou pre cielovy protein. Druha, znacena protilatka (napr.
konjugovana s enzymom, ktory po pridani svojho substratu umozni vznik farebného precipitatu, alebo
fluorescencna) umoznuje vizualizaciu signalu.

Western blotting poskytuje kvalitativne aj semikvantitativne Udaje o pritomnosti a hladine
konkrétneho proteinu. PouZiva sa beZzne v diagnostike (napr. potvrdenie infekcie HIV), pri overovani
expresie génov na Urovni proteinov alebo v zdkladnom vyskume bunkovych mechanizmov.

Blotovacie techniky zohrdvali a v niektorych oblastiach stale zohravaju vyznamnu dlohu v molekuldrne;j
biolégii a genetike. Southern a Northern blotting boli nevyhnutné nastroje pred ndstupom PCR
a sekvenacnych technoldgii a vytvorili zdklad pre vyvoj modernejSich diagnostickych platforiem.
Western blotting, napriek veku metddy, zostava dolezitym nastrojom pre detekciu proteinov a validaciu
expresnych analyz. Ich spolocnym znakom je vysokd Specificita zaloZend na komplementarite
nukleotidovych retazcov alebo na protilatkovej vizbe, ako aj potreba kvalitnych referen¢nych vzoriek
a kontrol.

Separacia molekul DNA alebo RNA  PriloZenie Vlastné blotovanie
podla velkosti na elektroforetickom  nitrocelulézovej a prenos nukleovych
géli membrany na gél kyselin na membranu
DNA/ ( Filtraény papier
RNA
ladder N u )
itrocelul6zovd membrana
.\
RNA alebo RNA Nitrocelul6zova membrana
Houba s pufrom
Hybridizacia s DNA . L
Nitrocelulézova sondou V'ZU?“.ZaCIa )
membrana s naviazanymi komplementarnou hybrldlzovanycfh son‘cl
nukleovymi kyselinami k hladanej sekvencii (napr. autoradiografiou)

Oznacena sonda
-

Obradzok c. 46. Princip Southern a Northern blottingu. Vytvorené pomocou BioRender.com.
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Obrazok c. 47. Princip Western blottingu. Sekunddrna protildtka sa naviaZe na primdrnu protilatku a enzym, ktory
nesie (napr. chrenovd peroxiddza alebo alkalickd fosfatdza), katalyzuje reakciu so substratom, pri ktorej vznikd

farebny signdl. Vytvorené pomocou BioRender.com.
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7. Prenatalna a preimplanta¢na geneticka diagnostika

7.1 Invazivne vs. neinvazivne metody

Prenatalna geneticka diagnostika zohrava klucovu ulohu v predpovedi vrodenych vyvojovych chyb
a genetickych ochoreni este pred narodenim dietata. Jej metddy rozdelujeme na neinvazivne
ainvazivne, pricom vyber konkrétneho pristupu zdvisi od gestacného veku, indikdcie vySetrenia,
rodinnej anamnézy a individualneho rizika.
Neinvazivne metddy nezahffaju zasah do plodového prostredia a su preto bezpecné pre plod i matku.
Ich cielom je odhadnuit riziko pritomnosti genetickych abnormalit. Zaklad tvori biochemicky
a ultrazvukovy skrining, ktoré sa odporucaju vsetkym tehotnym Zendm ako sucast Standardnej
prenatalnej starostlivosti.Cielom je zachytit zvy$ené riziko genetickych alebo vyvojovych porich plodu
uz v rannych stadiach tehotenstva.
Prvotrimestralny kombinovany skrining sa realizuje medzi 11. a 13. tyZzdfiom + 6 dni gravidity a spaja
vysledky:

e Ultrazvukového vysetrenia, kde sa hodnoti najma:

o nuchalna translucencia (NT) — hrubka presiaknutia v oblasti zatylku plodu,
o pritomnost nosovej kosticky,
o pripadne dopplerometria prietoku v ductus venosus.

e Biochemického vysetrenia krvi matky, ktoré zahffia stanovenie:

o PAPP-A (pregnancy-associated plasma protein A) — znizené hodnoty byvaju pritomné
pri Downovom syndréme,
o volnej B-podjednotky hCG — tato zloZka l'udského choriového gonadotropinu je ¢asto
zvySena pri trizémii 21.
Tieto vysledky sa nasledne kombinuju s vekom matky, jej hmotnostou, fajcenim a inymi Gdajmi
a poskytuju individualny odhad rizika pre naj¢astejSie chromozémové aberacie (trizémie 21, 18, 13).
V pripadoch, kedy sa prvotrimestralny skrining nevykona (napr. neskora registracia gravidity), je mozné
medzi 15. a 20. tyZzdiiom vykonat druhotrimestralny biochemicky skrining, tzv. triple alebo quadruple
test, ktory stanovuje hladiny:

e AFP (alfa-fetoprotein) — zvyseny pri defektoch neurdlnej trubice, znizeny pri trizomii 21,
e B-hCG - zvyseny pri trizémii 21,

e uE3 (nekonjugovany estriol) — znizeny pri trizémiach 21 a 18,

e inhibin A (v quadruple teste) — ¢asto zvyseny pri trizémii 21.

Na zvysenie presnosti mozno vysledky z oboch trimestrov kombinovat. Pri integrovanom skriningu sa
vysledky zverejnia az po vykonani vsetkych vySetreni. Sekvencny skrining vSak umoznuje priebezné
vyhodnotenie rizika uZ po prvotrimestralnej faze a skorsie rozhodovanie o dalSom postupe.

Je potrebné zd6raznit, Ze neinvazivne metédy maju charakter skriningu — teda neidentifikuju diagndzu,
ale riziko. V pripade pozitivneho vysledku sa odporica genetickd konzultacia a zvazenie invazivnej
diagnostiky alebo neinvazivného prenatalneho testovania (NIPT).

Jednym z najvyznamnejsich rizikovych faktorov pre aneuploidie (najma trizémie) je vek matky nad 35
rokov. S pribudajucim vekom totiz dochadza k CastejSiemu vyskytu portch segregacie chromozémov
(nondisjunkcie) pocas meidzy oocytov, co vedie k vzniku zarodocénych buniek s abnormalnym poétom
chromozémov a zvysuje pravdepodobnost aneuploidii plodu, najméa trizémie 21 (Downov syndrom).
Preto je vek 235 rokov povaZovany za indikacné kritérium pre ponuku invazivnych vysetreni (choriovej
biopsie alebo amniocentézy), hoci sa dnes v mnohych pripadoch preferuje najprv NIPT.

V poslednom desatroci sa do praxe zaviedlo NIPT, ktoré analyzuje volnu fetalnu DNA (cell-free fetal
DNA — cffDNA) pochadzajicu z placenty, cirkulujicu v plazme matky. NIPT sa da realizovat uZ od 10.
tyzdna gravidity a ma vysoku presnost pri detekcii najéastejsich aneuploidnych stavov. Napriek tomu
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vSak ide o skriningovy test, ktory neposkytuje definitivnu diagnézu. Pri pozitivnom alebo nejasnom
néleze je nevyhnutné potvrdit vysledok invazivnym diagnostickym vysetrenim.
Invazivne metdédy umoZiuju priamy pristup k fetalnym bunkdm, &im poskytuji materidl na
cytogeneticku aj molekuldrno-genetickd analyzu. Medzi najpouZivanejsie patria:

e Choriova biopsia (CVS) — vykonava sa v 11. aZ 13. tyZdni a spociva v odbere placentarneho
tkaniva. Ziskané trofoblastové bunky sa mdZu priamo analyzovat, alebo sa kultivujd, najma ak
sa pozaduje Standardna karyotypizacia. Vyhodou je moznost v€asnej diagnostiky, nevyhodou
vsak riziko mozaiky medzi placentou a plodom.

e Amniocentéza — realizuje sa spravidla od 15. tyZdha, pricom sa odobera plodova voda
obsahujuca amniocyty. Tieto bunky sa nasledne kultivujua (zvycajne 5-10 dni) a pripravuju sa
znich chromozémové preparaty pre klasicki cytogeneticki analyzu. Okrem toho sa
z nekultivovanych buniek moze izolovat DNA na molekularne vysetrenia.

Z buniek ziskanych invazivnymi metédami mozno izolovat DNA, ktora sa da analyzovat pomocou PCR
amplifikacie panelu STR (Short Tandem Repeat) polymorfizmov za vyuziti fluorescenéne znacenych
primerov a kapilarnej elektroforézy (tzv QF-PCR). Tato metdda umoznuje rychlu detekciu najcastejsich
aneuploidii chromozémov 13, 18, 21, X a Y vybranych polymorfnych lokusov. Vysledny
elektroforeogram ukaze pocet alel v jednotlivych lokusoch — pritomnost troch odliSnych alel alebo
nerovnovahy v pomere pikov (2 : 1) sved¢i o trizomii (Obrazok €. 48) Vyhodou tejto metddy je rychlost
(vysledky uz do 24-48 hodin) a vysoka presnost, no nie je vhodna pre detekciu Strukturalnych
chromozémovych aberdcii.

Primer 1 STR lokus
—_ 4 / Trisomie
PCR L pae— Alela 1
fl gng Primer1 / Primer 2
s uvorelsce.ncne 8
znadenymi Alela 2
primery Primer 2 >
Kat(’)daﬁ () Andda (+) Trisémie
Kapilarna — 2:1
ekelektroforéza L L L
8 6 4 3 2
Pocet repeticii
Mnoistvi Heterozygot Homozygot
Hodnotenie produktu neinformativny
elektroforegramu PCR polymorfismus

Délka fragmentu

Obrazok c. 48 Princip vysetrenia panelu STR polymorfismov plodu metédou QF PCR. Modifikované podla Roberta
Sitnik R. et al. Using PCR for molecular monitoring of post-transplantation chimerism (Einstein, 2006).

Ziskané bunky z CVS a amniocentézy je moziné tiez analyzovat pomocou FISH, array-CGH alebo
sekvenovania, podla indikdcie a poZiadaviek na rozsah vysetrenia. Kultivacia buniek pre karyotypizaciu
je klu€ova najma pri podozreni na balancované alebo komplexné chromozémové prestavby, ktoré sa
inymi metddami nemusia identifikovat.

Podla slovenskej legislativy je mozné umelé prerusenie tehotenstva z genetickych doévodov do 24.
tyzdna gravidity, ak sa preukazZe vazna vyvojova alebo geneticka vada. Rozhodnutie o interrupcii musi
byt podlozené stanoviskom odbornikov, pricom cely proces prebieha vkoordinacii s klinickym
genetikom a prenatalnou poradiou.
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Kombindcia neinvazivnych a invazivnych metdd, spolu s genetickym poradenstvom, umozifiuje
individualizovany a zodpovedny pristup k prenatalnej starostlivosti, pricom cielom je v¢asné a presné
rozpoznanie zavaznych genetickych ochoreni.

7.2 NIPT (neinvazivne prenatalne testovanie)

V poslednych desatrociach nastal vyrazny pokrok v oblasti prenatéalnej diagnostiky vdaka objavu tzv.
volne cirkulujticej DNA (cfDNA) v krvi tehotnych Zien. Tento objav sa datuje do roku 1997, ked profesor
Dennis Lo publikoval prelomovu pracu, v ktorej popisal pritomnost volnej fetalnej DNA (cffDNA)
v plazme matky. Tento objav otvoril cestu k vyvoju neinvazivnych prenatdinych testov (NIPT), ktoré
umoziuju analyzovat geneticky material plodu bez potreby invazivnych zasahov, ako je amniocentéza ¢i
odber choriovych klkov.

Volne cirkulujuca DNA v plazme tehotnych Zien pochadza primarne z materskych tkaniv, najma
z hematopoetickych buniek, ale mensiu, avsak vyznamnu cast tvori fetalna frakcia. Fetdlna DNA je
uvolfiovana predovsetkym z trofoblastu placenty apoptdzou buniek a jej mnoZstvo postupne narasta
s dizkou tehotenstva. Vo vieobecnosti tvori asi 3-13 % vietkej cfDNA v cirkuldcii, s trendom ndrastu
v tretom trimestri. Okrem diagnostickej hodnoty sa predpoklada, Ze fetalna cfDNA zohrava biologicku
ulohu v nac¢asovani pérodu, kedze v neskorom $tadiu gravidity moze aktivovat zapalové drahy spojené
s indukciou pérodu.

Z fetalnej volne cirkulujicej DNA mozno pomocou modernych molekularnych technoldgii detegovat
viacero klinicky vyznamnych informacii, a to uz v ranych stadidch tehotenstva, zvy¢ajne od 9.-10.
gestacného tyzdia:

e Pohlavie plodu — na zdklade pritomnosti Y-Specifickych sekvencii (napr. SRY gén).

¢ RHD inkompatibilita — u RhD negativnych matiek mozno stanovit, ¢i plod zdedil RHD gén od
RhD pozitivneho otca, ¢o je dblezité pre prevenciu hemolytickej choroby novorodenca.

e Paternalne mutdcie pri monogénnych ochoreniach — v pripade dominantne dedi¢nych choréb
(napr. achondroplazia) mozno cielene detegovat pritomnost patogénnej mutéacie, ktord nesie
len otec.

Na tieto Ucely sa vyuZivaju najma technolégie gPCR a digitalna PCR (dPCR), ktoré umoznuju velmi citlivo
detegovat pritomnost konkrétnych sekvencii aj v pripade, Ze su zastipené v malom mnoistve.
NajvyznamnejSie uplatnenie ma fetdlna ¢fDNA v neinvazivnom skriningu najcastejSich
chromozémovych aneuploidii — trizémii 21 (T21), 18 (T18) a 13 (T13), ako aj aneuploidii pohlavnych
chromozomov. Metodika je zaloZena najcastejSie na sekvenovani novej generacie (NGS) (Obrazok
€. 49), ktoré umoznuje kvantifikovat zastupenie sekvencii pochadzajucich z jednotlivych chromozémov.
V pripade trizémie bude podiel fragmentov z prislusSného chromozdmu mierne, ale Statisticky vyznamne
zvySeny (Obrazok €. 50).

Existuju dva hlavné pristupy:

1. Celogendmové sekvenovanie (shotgun sequencing) — sekvenuju sa ndhodné fragmenty cfDNA
z celého gendmu a porovndva sa ich rozdelenie medzi chromozémami.

2. Cielové (targeted) sekvenovanie — zamerané len na vybrané chromozémy, ¢im sa znizuju
naklady a zvySuje vykonnost analyzy.

Alternativne mozno pouzit digitalnu PCR (dPCR), ktord kvantitativne meria pritomnost fragmentov
z konkrétnych chromozdémov bez potreby sekvenovania. Tento pristup sa vyznacuje vysokou presnostou
a krat$im ¢asom spracovania, ale je vhodny len pri analyze obmedzeného poctu cielov (napr. T21).

Vzhladom na to, Ze ide o skriningovii metédu, pozitivny nalez NIPT musi byt vidy potvrdeny invazivnym
cytogenetickym alebo molekularnym vysetrenim (napr. karyotypizacia, FISH, aCGH alebo QF-PCR
z amniocytov).
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Obrdzok ¢. 49. Neinvazivne prenatdlne estovanie zaloZené na volne cirkulujicej DNA (cfDNA). Vytvorené
pomocou BioRender.com.
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Obrazok ¢. 50. Zmena pomeru medzi signdlmi z chromozomu 21 a referenéného chromozému v zavislosti od
velkosti fetdlnej frakcie a karyotypu plodu

NIPT je v sucasnosti najpresnejSou neinvazivnou metédou pre skrining aneuploidii, s detekénou
citlivostou nad 99 % pre T21 a vyrazne nizSou faloSnou pozitivitou v porovnani s biochemickym
a ultrazvukovym skriningom. Je v3ak potrebné pripomenut, ze NIPT nedokaze spolahlivo zachytit vietky
typy genetickych pordch, najma mikrodeleéné syndrémy alebo vyvazené translokacie a vyzaduje velkost
fetdlnej frakcie najmenej 4 % celkovej volnej DNA v plazme matky.

7.3 Preimplantacné genetické testovanie (PGT)
Preimplantacné genetické testovanie (PGT) je pokrocila genetickd metdda vyuZivana v ramci asistovanej

reprodukcie s cielom vybrat na prenos do maternice také embrya, ktoré nenesu zavainé genetické
chyby. UmozZnuje predchadzat prenosu dedi¢nych ochoreni alebo aneuploidii a tym zvysSuje Uspesnost
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cyklu in vitro fertilizacie (IVF), zniZuje pocet spontannych potratov a pravdepodobnost narodenia dietata
s genetickou poruchou.

PGT sa vykondva na embrydch v stadiu blastocysty (5.—6. defi po oplodneni), kedy sa z trofektodermu
odoberie niekolko buniek (zvycajne 5-10), zatial ¢o embryo pokracuje vo vyvoji a je docasne
vitrifikované (rychlo zmrazené). Z odobratych buniek sa ndasledne izoluje DNA, ktord je vsak velmi
obmedzena mnoistvom a Casto aj fragmentaciou. Preto je nevyhnutnym krokom tzv. celogenémova
amplifikacia.

Celogenémova amplifikacia (WGA) je laboratérna technika, ktord umozZiiuje zmnoZenie extrémne
malého mnoistva DNA na uUroven vhodnu pre dalSiu genetickd analyzu. Bez tohto kroku by nebolo
mozné aplikovat metddy ako array-CGH alebo NGS u tak malého poctu buniek, aké sa ziskavaji z embryi.
Existuje niekolko pristupov k WGA, ktoré sa liSia podla pouZitého enzymu a mechanizmu amplifikacie:

e WGA zaloZena na PCR (napr. PEP — primer extension preamplification alebo DOP-PCR —
degenerate oligonucleotide-primed PCR) vyuZivaju ndhodné primery a cyklicki amplifikaciu.
Tieto metddy vsak mozu viest k neuniformnej amplifikacii roznych oblasti gendmu a vys$sej miere
chyb.

¢ MDA (Multiple Displacement Amplification) je najcastejSie pouzivanou technikou pre
embryondlnu DNA. VyuZiva izotermalnu amplifikdciu pomocou vysoko procesivnej enzymove;j
DNA polymerazy (napr. phi29), ktord ma schopnost dlhého predizenia a zaroveri korekcie chyb.
Vysledkom je vysoka vytaznost a relativne rovhomerné pokrytie gendmu, ¢o z nej robi metédu
volby pre array-CGH aj NGS.

e MALBAC (Multiple Annealing and Looping-Based Amplification Cycles) je novsia metdda, ktora
kombinuje prvky oboch predchddzajdcich metéd, pricom znizuje amplifikacné skreslenie
a zlepsuje uniformitu pokrytia (Obrazok €. 51). Uplatriuje sa najma v pripadoch, kde je délezita
kvantitativna presnost, napr. pri detekcii mozaicizmu alebo submikroskopickych aberacii.

Spravna volba WGA metddy je klucovd — nedostatoénd alebo chybna amplifikicia moze viest k
nevyhodnotitelnym alebo nepresnym vysledkom genetického testovania, ¢o je obzvlast kritické, kedze
rozhodovanie o osude embrya zdavisi od tychto udajov.

Po uspeSnej WGA sa DNA analyzuje pomocou vhodnej genetickej metédy podla typu PGT:

e  Pri PGT-A na skrining aneuploidii sa vyuZiva najma array-CGH alebo NGS, pricom NGS umoznuje
vyssiu presnost a detekciu aj nizkeho mozaicizmu.

e PGT-M pre monogénové ochorenia vyuziva kombinaciu PCR a haplotypovej analyzy pomocou
STR polymorfizmov, casto v kombinacii s NGS, najmd ak je k dispozicii DNA rodicov
a surodencov. Haplotypova analyza je metdda, ktora sleduje stubor genetickych markerov
zdedenych spolu s danym génom. U rodiov a Casto aj u dalSich pribuznych sa urci, ktoré
haplotypy st spojené s mutovanou alelou a ktoré so zdravou. Nasledne sa u embrya (z biopsie
niekolkych buniek) vysetri, ktory haplotyp zdedilo (chromozém s mutaciou alebo bez nej). Ak
embryu patri haplotyp nesuvisiaci s mutaciou, je mozné ho oznadit ako bez rizikovej mutacie
a vybrat na transfer

e Pri PGT-SR je cieflom detekcia nebalancovanych translokacii ¢i inych strukturalnych prestavieb
(structural rearrangement) — tu opat dominuju NGS a array-CGH, hoci ich rozliSenie je
obmedzené velkostou zmeny.

Kazda z tychto metéd ma svoje limity, najma pokial ide o spolahlivost pri nizkej kvalite WGA, detekciu
velmi malych delécii alebo duplikacii, alebo odlisenie mozaicizmu.

Uspech PGT stoji a padd na kvalite biologického materialu, efektivite WGA a spravnej volbe genetickej
metddy. Prdve WGA predstavuje technologicky most medzi limitovanym mnozZzstvom DNA z embrya
a moznostou preciznej genetickej analyzy. Pre klinické rozhodovanie je pritom nevyhnutna nielen
laboratérna presnost, ale aj genetické poradenstvo, ktoré zohladriuje mozZnosti, rizika a limity
testovania.
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Obradzok ¢. 51. Princip celogenémovej amplifikdcie metédou MALBAC. DNA sa po izoldcii bunky uvolni
lyzou a denaturuje pri 94 °C na jednotlivé retazce. Po ochladeni na 0 °C sa na viaceré miesta DNA naviaZu
specidlne MALBAC primery a DNA polymerdza zacne syntézu novych vidkien. V prvych cykloch vznikaju
tzv. semiamplikdny, ktoré sa v dalSich krokoch predlZuju na piné amplikdny. Pri piatich cykloch linedrnej
amplifikdcie novovytvorené vidkna vytvdraju slucky, ¢im sa zabrdni ich opdtovnej amplifikdcii a zniZuje
sa chybovost. Ndsledne sa celd DNA exponencidlne namnoZi pomocou PCR, ¢im sa ziska dostatocné
mnoZstvo kdpii genomu na dalSiu analyzu. Zdroj: https://commons.wikimedia.org/ CC BY-SA 3.0.

7.4 Etické dilemy a indikacie

Prenatalne aj preimplantacné genetické testovanie ponukaju vyznamné moznosti v oblasti prevencie
zavaznych genetickych ochoreni, avSak zaroven prind$aju viacero etickych otazok, ktoré si vyzaduju
citlivy a zodpovedny pristup zo strany odbornikov aj buducich rodic¢ov. Tieto dilemy sa tykaju nielen
technickych a biologickych aspektov, ale aj spolocenskych, pravnych a moralnych rozhodnuti, ktoré maju
dalekosiahle dosledky.

Jednou z hlavnych etickych otazok je hranica medzi diagnostikou a selekciou. Prenatdlna diagnostika
moze viest k rozhodnutiu o preruseni tehotenstva v pripade zadvainej genetickej vady, ¢o moze byt
z etického hladiska prijatelné, ak ide o ochorenie nezlucitelné so Zivotom alebo vyrazne ovplyviujlce
kvalitu Zivota. AvSak s rozvojom technoldgii sa dostavame aj k moznostiam detekcie miernejsich
genetickych odchylok, ktorych vyznam nemusi byt jednoznalny, a to otvara otazku, kde konci
medicinska indikacia a kde zacina subjektivna volba.

V oblasti preimplantacnej genetickej diagnostiky (PGT) je eticky diskutabilné najméa vyrad'ovanie embryi
na zaklade genetickej vybavy este pred ich transferom do maternice. Aj ked' sa tdto metdda najcastejsie
vyuziva pri vysokom riziku prenosu zavainych monogénovych ochoreni (napr. cystickd fibroza,
Duchennova muskularna dystrofia), niekedy sa moze dostat na hranicu tzv. "dizajnérskych deti", najma
ak by sa technoldgia vyuzivala na nelekarske tcely, ako vyber pohlavia bez zdravotného dévodu.

Dal$im citlivym bodom je dostupnost tychto metéd — preimplantacnd diagnostika je ¢asovo, technicky
aj finan€ne naroéna, ¢o vytvara nerovnost v pristupe k tejto moznosti. Navyse, nie vietky pary maju
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rovnaku mieru informovanosti a moznosti rozhodovat sa slobodne, a preto je nevyhnutné, aby genetické
poradenstvo prebiehalo odborne, eticky a s dérazom na autondmiu rodicov.

Indikacie pre prenatalne genetické vySetrenia sa najcastejSie opieraju o zvysené riziko genetickej chyby
u plodu —typicky ide o vyssi vek matky (nad 35 rokov), pozitivny biochemicky alebo sonograficky skrining,
vyskyt genetickej poruchy v rodine, predchadzajuce tehotenstvo s geneticky postihnutym plodom, alebo
patologicky nalez pri ultrazvukovom vySetreni.

V pripade preimplantacnej diagnostiky su indikdcie prisnejSie — zahffaju zndmy prendsacsky stav
jedného alebo oboch partnerov pre zdvainé monogénové ochorenie, nosi¢stvo translokacii ¢i inych
chromozémovych prestavieb, pripadne opakované spontanne potraty alebo neuspesné IVF cykly
s podozrenim na embryondlne genetické priciny.

Vo vsetkych pripadoch plati, Ze genetické vysetrenie by malo byt sprevadzané kvalifikovanym
genetickym poradenstvom, ktoré pomodzZe rodi¢om porozumiet vyznamu vysledkov, mozinym
dosledkom a podpori ich pri ndrocnom rozhodovani, ktoré casto zasahuje hlboko do osobného,
rodinného a hodnotového ramca jednotlivcov.
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8. Genetické vySetrenie v onkologii

8.1 Genetické aspekty procesu karcinogenézy

Proces vzniku nadoru — karcinogenéza — je komplexny, viacstupnovy dej, ktory prebieha postupnym
hromadenim genetickych aj epigenetickych zmien v bunkdch. Tieto zmeny sa najcastejSie odohravaju
v dospelych kmerovych bunkach alebo v bunkach progenitorovych, ktoré maju zachovanu schopnost
delenia. Prave ich dlha Zivotnost a schopnost samoobnovy z nich robi idedlny ciel pre akumulaciu
mutacii, ktoré mozu viest ku klonalnej expanzii a vzniku nadorovej populécie.

Karcinogenéza méze byt iniciovana roznymi faktormi — chemickymi karcinogénmi, ionizujlicim Ziarenim,
chronickym zapalom, infekciami (napr. ludsky papilomavirus, virus hepatitidy B) alebo dedi¢nymi
genetickymi predispoziciami. Bez ohladu na p6vod maju tieto zmeny za nasledok narusenie rovnovahy
medzi proliferaciou, apoptézou, opravou DNA a bunkovou diferenciaciou.

V ramci genetickej reguldcie bunkového cyklu, rastu a smrti sa rozlisuju tri zakladné skupiny génov,
ktorych produkty hraju kld¢ovd ulohu v karcinogenéze:

1. Protoonkogény — ide o normalne gény, ktoré za fyziologickych podmienok podporuju bunkovy
rast, delenie a preZitie. Pri ziskovych mutdciach (tzv. gain-of-function) sa z nich stavaju
onkogény, ktoré nekontrolovane aktivuju signalne drdhy veduce k proliferacii. Mutacia
v jednom alelovom variante protoonkogénu ¢asto staci na spustenie nddorového procesu —tieto
zmeny maju dominantny charakter. Prikladom je gén KRAS, BRAF alebo MYC.

2. Tumor supresorové gény — zodpovedaju za inhibiciu bunkového delenia, podporu apoptdzy
a opravy DNA. Na ich inaktivaciu su obvykle potrebné dve mutacie —teda zmena oboch alel. Ich
strata vedie k deregulacii rastu a kumulacii dalSich mutdcii. Maju recesivny charakter, ak ide
o somatické mutacie. Medzi zndme tumor supresorové gény patri TP53, RB1, APC ¢i BRCA1/2
(v pripade dedicnej formy rakoviny je jedna mutacia zdedena v germindlnej linii a druha vznika
pocas Zivota jedinca v somatickych bunkach).

3. Gény pre opravu DNA - patria medzi Specifickl podskupinu tumor supresorovych génov.
Zabezpecuju integritu gendmu a odstranuju poskodenia DNA vznikajlce pocas replikacie alebo
posobenim vonkajsich vplyvov. Pri poruche tychto mechanizmov dochddza k tzv. genetickej
nestabilite a urychlenému hromadeniu dalSich mutdcii. Typickym prikladom su gény
zodpovedné za mismatch repair (MMR) systém (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), ktorych dedi¢nd
porucha vedie k Lynchovmu syndréomu.

Tieto tri skupiny génov spolu tvoria zaklad genetickej architektiry karcinogenézy. V priebehu
nadorového vyvoja dochadza k ich postupnému nardsaniu, ¢im sa bunky vyhybaju kontrolnym
mechanizmom, ziskavaju invazivne vlastnosti a schopnost metastazovat. Tento klonalny vyvoj je zaroven
cielom mnohych modernych diagnostickych aj terapeutickych stratégii, ktoré sa ¢oraz viac zameriavaju
na molekularny profil nadoru a nie len na jeho histologicku klasifikaciu.

8.2 Predispozicia k nadorovym ochoreniam

Hoci vacsina nadorovych ochoreni vznika v dosledku ziskanych (somatickych) mutacii, priblizne 5-10 %
vSetkych malignit ma dedicny zaklad. V tychto pripadoch ide o germindlne mutacie, ktoré su pritomné
vo vsetkych bunkach tela od narodenia a prendsaju sa autozomalne dominantne. Jedinec, ktory zdedi
jednu chybnu alelu niektorého tumor supresorového alebo DNA-reparacného génu, je vystaveny
zvySenému riziku vzniku urcitych typov nadorov. K nadorovej transformacii déjde vtedy, ked pocas
Zivota dbjde aj k strate alebo inaktivacii druhej, pévodne funkcnej alely — ¢o je v sulade s tzv.
Knudsonovou ,two-hit“ hypotézou, ktord Alfred Knudson formuloval v roku 1971 na zaklade studia
retinoblastomu. Tento nador detstva vznika v dosledku mutdcii v géne RB1, ktory kéduje protein
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regulujuci bunkovy cyklus. V dedi¢nej forme je prvy zasah pritomny uz v zarodocnej linii, druhy nastava
somaticky v bunkach sietnice, o vysvetluje skory nastup a ¢astu bilateralnu formu ochorenia.

Medzi najvyznamnejSie dedi¢né nadorové syndromy patri hereditarna forma karcinému prsnika a
ovaria spojena s mutaciamigénov BRCA1 a BRCA2, ktoré zabezpecuju reparaciu dvojvlaknovych zlomov
DNA homologickou rekombindciou. Ich strata vedie ku gendmovej nestabilite a vyznamne zvysuje riziko
nadorov prsnika, ovarii, prostaty ¢i pankreasu.

Dal$im doélezitym syndrémom je Lynchov syndrém (hereditarny nepolypdzny kolorektalny karciném,
HNPCC), spésobeny mutaciami v génoch MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2, ktoré koduju proteiny mismatch
repair systému. Ich zlyhanie sp6sobuje mikrosatelitovi nestabilitu (MSI) a zvySuje riziko kolorektalneho
karcindmu, karcindmu endometria a dalsich.

Medzi dalSie hereditarne nadorové syndrémy patria:

e Li-Fraumeniho syndrém: spOsobeny mutaciami v géne TP53, ktory reguluje apoptdzu
a zastavenie bunkového cyklu. Spdja sa s vysokym rizikom Sirokého spektra nadorov vratane
sarkémov, leukémii, karcindmu prsnika a mozgovych nadorov v mladom veku.

e Familiarna adenomatézna polypdza — FAP: sp6sobend mutdciami v géne APC, ktory hra ulohu
v regulacii Wnt signalnej drahy. Tato drdha je ddlezitd regulacnd cesta, ktora riadi vyvojové
procesy, proliferaciu, diferenciaciu a udrziavanie kmenovych buniek. Vysledkom su stovky az
tisice polypov v hrubom ¢reve a vysoké riziko karcinomu.

e Cowdenov syndrém: mutacie v géne PTEN, ktory inhibuje PI3K/AKT drahu, ktord reguluje
mnohé klucové bunkové procesy, ako su proliferacia, rast, prezitie, metabolizmus
a angiogenéza. Mutdcia predisponuje k tvorbe hamartémov a zvySenému riziku karcindmu
prsnika, Stitnej Zlazy a endometria. Hamartédm je benigny nadorovy utvar, ktory vznika
v dosledku nadmerného a neusporiadaného rastu normalnych buniek a tkaniv, ktoré su v danej
Casti tela za normalnych okolnosti pritomné. Na rozdiel od skuto¢nych nadorov hamartémy
neobsahuju abnormalne bunky —ide o spravne diferencované, ale dezorganizovane usporiadané
bunky, ktoré sa vdanom orgéne bezne nachadzaju. Hamartomy mézu rast, ale zvy¢ajne pomaly
a bez schopnosti metastazovat. Casto sa vyskytuju v plticach, pe¢eni, oblickach alebo kozi,

e Peutz-Jeghersov syndrom: mutdcie v géne STK11, ktory sa podiela na regulacii bunkovej polarity
a rastu. Typickym znakom s hamartomatdzne polypy v traviacom trakte a pigmentové skvrny
na kozi.

e Mnohopocetné endokrinné neoplazie — MEN syndrémy: MEN1 je sposobeny mutdciamiv géne
MEN1, MEN2 je spojeny s mutaciami v protoonkogéne RET. VedU k nadorom viacerych
endokrinnych Zliaz (napr. paratyreoidy, pankreas, nadoblicky, Stitna Zlaza).

Diagnostika dedicnych predispozicii je dnes moZna vdaka molekularno-genetickym metdédam, ktoré
zahfnaju:
e Sangerovo sekvenovanie a MLPA na detekciu malych variantov a delécii/duplikacii
v jednotlivych génoch.

e NGS panely predispozi¢nych génov — umoZnuju sucasné vysetrenie desiatok az stoviek génov
spojenych s nadorovym rizikom (napr. panely pre hereditarne syndromy prsnika, kolorekta,
pankreasu atd".).

¢ Analyzu nestability mikrosatelitov (MSI) a imunohistochémiu (IHC) — vyuZivana pri skriningu
Lynchovho syndrému zo vzorky nadorového tkaniva.

¢ Sekvenovanie celého exdmu (WES) alebo celého genomu (WGS) — vyuZitelné najma v pripade
nejasnych alebo zriedkavych syndrémov

Mikrosatelity su kratke repetitivne sekvencie DNA (napr. [CAl,, [A]L), ktoré sa vyskytuju v genéme vo
velkom mnoiZstve (pozri kapitola 2.2 Geném, gény, chromozémy) a su obzvlast nachylné na chyby pri
replikacii DNA — napriklad na ,slippage” (skiznutie polymerazy po repetitivnej sekvencii s vysledkom
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syntézy viac alebo menej repetitivnych jednotiek, ako obsahovala templatova DNA). Tieto chyby za
normalnych okolnosti opravuje mismatch repair (MMR) systém, ktory pozostdva z proteinov
kédovanych génmi ako MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2.

Ak dojde ku germindinej mutacii v niektorom z tychto génov, vznika funkény deficit MMR systému,
ktory spbsobuje, Ze chyby v mikrosatelitoch sa hromadia — tento jav nazyvame mikrosatelitova
nestabilita (MSI).

Pri vy$etreni MSI sa porovnava sa dizka mikrosatelitovych lokusov v tumorovej DNA a v netumorovej
(napr. leukocytarnej) DNA toho istého pacienta. Najcastejsie sa testuje panel 5 Standardizovanych
mikrosatelitovych markerov (tzv. Bethesda panel). Vysledky sa klasifikuju ako:

o MSI-H (high) — 22 z 5 markerov su nestabilné - pritomna vysoka MSI.
o MSI-L (low) — 1 marker je nestabilny.
o MSS (microsatellite stable) — Ziadna nestabilita.

MSI-H nadory su typické pre Lynchov syndrom, ale mozu sa vyskytnut aj sporadicky, najma pri MLH1
promdétorovej metylacii (epigenetické umlicanie).

Imunohistochemické (IHC) vySetrenie MMR proteinov sa pouZiva na detekciu pritomnosti alebo
nepritomnosti proteinov MMR systému v nddorovom tkanive, najcastejsie z resekatu alebo biopsie
nadoru (napr. hrubého ¢reva, endometria) (Obrazok €. 52).

@ Priprava vzorky @ Imunohistochemicky test @ Mikroskopické hodnotenie
Substrat - '
#,* diaminobenzidin Pozitivhe

bunky

; Chrenova peroxidaza : 4

g L -

- Sekunddrna protilatka — k *" Hnedy precipitit 7
\

/ﬁ\ Primérna protilatka - ‘h \ /
/ - _\ /
‘f' \" Hladany protein I) N - Tkanivovy rez " A /
\\ //“‘ v

Obrazok ¢. 52. Princip imunohistochemického vysetrenia. Bunky obsahujice hladany protein budiu hnedo
sfarbené. VVytvorené pomocou BioRender.com.

Tkanivo sa na preparate zafarbi monoklonalnymi protildtkami proti MMR proteinom (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2). V normalnych bunkach je v jadre pritomna pozitivna farebna reakcia. Strata farbenia
znamend, Ze dany protein nie je exprimovany, ¢o naznacuje jeho funkény vypadok (napr. kvoli
germindlnej mutacii alebo epigenetickej deaktivacii).

IHC pomaha urdcit, ktory konkrétny gén MMR systému modze byt mutovany. Je vhodna ako prvotny
skrining pri podozreni na Lynchov syndrom pred molekuldrnou analyzou.

MSI analyza a IHC vysetrenie sa ¢asto pouzivaju komplementarne. Ak je nddor MSI-H a IHC ukazuje
stratu expresie MMR proteinu, je to silné podozrenie na dedi¢ny Lynchov syndrom. Nasleduje cielené
molekularne genetické vysSetrenie germinalnych mutacii v prisluSnom géne pacienta (napr. pomocou
NGS).

Tieto testy maju vyznam nielen pre diagnostiku a stratifikaciu pacientov, ale aj pre terapeutické
rozhodovanie — napr. MSI-H nadory mozu lepsie odpovedat na imunoterapiu (inhibitory kontrolnych
bodov, ako je pembrolizumab).

Vysledok genetického testu u onkologickych pacientov ma vyznam nielen pre pacienta (personalizovana
lie€ba — napr. PARP inhibitory u BRCA mutdcii), ale aj pre jeho pribuznych, ktorym mdze byt poniknuté
prediktivne testovanie a v€asné preventivne opatrenia, ¢im sa mdze znizit mortalita spojend s tymito
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ochoreniami. PARP inhibitory su cielovo zamerané lieky vyuzivané predovsetkym v lie€be niektorych
typov nadorov s poruchou opravy DNA, ako su nddory s mutaciou génov BRCA1 a BRCA2.

PARP (poly-ADP-rib6za polymeraza) je enzym, ktory sa podiela na oprave jednoretazcovych zlomov
DNA (single-strand breaks) pomocou bazovej exciznej opravy (BER). Ak je ¢innost PARP zablokovana
inhibitorom, tieto zlomy sa pocas replikacie premenia na dvojretazcové zlomy, ktoré su pre bunku ovela
nebezpecnejsie.

Za normalnych okolnosti by tieto dvojretazcové zlomy opravili mechanizmy homolégnej rekombinacie
(HR) — tie vsak nefunguju spravne v bunkach s mutaciou BRCA1/2. Vysledkom je synteticka letalita —
situacia, ked kombinacia dvoch poruch vedie k zaniku bunky (mutacia BRCA + inhibicia PARP), zatial ¢o
kazda z tychto poruch samostatne by bola pre bunku prezitelna.

Poznanie mutdcii v konkrétnom nadore je klticové pre spravnu indikaciu personalizovanej biologicke;j
liecCby, ktora cieli presne na molekularne zmeny pritomné v nddorovych bunkach pacienta. Kazdy nador
moze mat Specificky geneticky profil, ktory ovplyviiuje jeho spravanie, agresivitu, odpoved na lie¢bu aj
progndzu.

Identifikacia ,,driver” mutacii — teda tych, ktoré priamo prispievaju k nadorovému rastu — umoziuje
nasadenie cielovej lieCby (targeted therapy). Priklady zahrriaju napriklad EGFR inhibitory pri mutaciach
EGFR v nemalobunkovom karcindme pltc, BRAF inhibitory pri melandome, alebo PARP inhibitory pri
nadoroch s poruchou opravy DNA.

Takyto personalizovany pristup zvysuje Gcinnost liecby, znizuje riziko vedlajsich ucinkov a umozriuje
lepsSie planovanie dalSej starostlivosti. Moderné metédy ako panelové NGS vysSetrenia alebo liquid
biopsy (pozri nasledujicu kapitolu) dnes umoznuju ziskat tieto informacie aj z malého mnoistva
materidlu, vratane cirkulujucej nddorovej DNA.

8.3 Tekuta biopsia a cirkulujica nadorova DNA

Liquid biopsy, teda tekuta biopsia, predstavuje moderny, minimalne invazivny pristup k monitorovaniu
nadorového ochorenia pomocou analyzy cirkulujucich biomarkerov v krvi, najma cirkulujucej nadorovej
DNA (ctDNA - circulating tumor DNA). Tato technika umozriuje ziskat informéacie o genetickom profile
nadoru bez nutnosti odberu tkaniva, ¢o je vyhodné najma pri nepristupnych alebo opakovane
neodoberatelnych loZiskach.

ctDNA je mala frakcia celkovej volne cirkulujicej DNA (cfDNA), ktord sa uvolfiuje do krvného obehu
z nadorovych buniek predovsetkym apoptdézou, nekrézou alebo aktivnym uvolfiovanim. Oproti cfDNA
pochadzajucej z normalnych buniek ma ctDNA Specifické nadorovo-specifické mutacie, metylacné
vzory, chromozémové prestavby alebo iné genetické a epigenetické zmeny, ktoré je mozné detekovat
modernymi molekularnymi technolégiami (Obrazok ¢. 53).

MnoZstvo ctDNA v plazme uzko koreluje s objemom ndadoru, jeho biologickou aktivitou, ale aj
s odpovedou na liecbu. Po chirurgickom odstraneni nadoru alebo po Uspesnej liecbe by hladina ctDNA
mala prudko klesnut. ZvySenie hladiny ctDNA a opitovné objavenie sa nadorovych mutacii moze
signalizovat minimalnu rezidualnu chorobu (MRD) alebo €asny relaps ochorenia — este pred tym, nez
je mozné zachytit zmeny pomocou zobrazovacich metdéd.

Na analyzu ctDNA sa vyuZivaju vysoko citlivé metddy schopné detegovat aj velmi nizke mnoZstvo
mutovanej DNA v pozadi normalnej cfDNA:

e Real-Time PCR (gPCR) — vyuZiva sa na cielent detekciu zndmych mutacii, no ma obmedzenu
citlivost (zvycajne okolo 1 % alelovej frekvencie).

e Digitalna PCR (dPCR) — najma kvapockova (droplet) dPCR a cipova dPCR, umoznuju
kvantifikaciu jednotlivych molekul DNA v tisicoch paralelnych reakcii, ¢o vyrazne zvySuje
citlivost (az do 0,01 %).

e Multiplex multicolor dPCR — pokrocila verzia digitdlnej PCR, ktord umoznuje stu€asnu detekciu
viacerych mutdcii alebo génov v jednej reakcii s vyuZitim viacerych fluorescenénych znaciek.
Tato metdédda je mimoriadne uzZitocnd pri sledovani klondlnej evoliucie nadoru alebo
rezistentnych mutacii.
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Obrazok ¢. 53. MoZnosti vysetrenia tekutej biopsie. Modifikované podlfa Marx A. et al., (2023) Liquid biopsy-based
monitoring of residual disease in multiple myeloma by analysis of the rearranged immunoglobulin genes —
A feasibility study. PLoS ONE 18(5): e0285696. CC BY 4.0

Liquid biopsy a analyza ctDNA maju dnes Siroké spektrum vyufzitia:

Monitoring liecby a véasna detekcia relapsu — zvysenie hladiny ctDNA ¢asto predchadza klinické
priznaky relapsu o niekolko mesiacov.

Detekcia minimalnej rezidudlnej choroby (minimal residual disease, MRD) — po chirurgickej
alebo systémovej liecbe mozno urcit, ¢i v tele zostava zvyskova nadorova populacia.

Detekcia rezistentnych mutacii — pocas liecby ciefovou terapiou moze dojst k selekcii novych
klonov s mutaciami spdsobujlcimi rezistenciu, ¢o umozriuje véas upravit liecbu.

V onkoldgii sa tekutd biopsia Coraz castejSie uplatiiuje ako doplnok k tradiécnym metédam, no
v buddcnosti mdZe predstavovat Standard v personalizovane] starostlivosti o pacientov s nadorovym
ochorenim.
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9. Farmakogenetika

9.1 Vyznam farmakogenetiky

Farmakogenetika je vedny odbor na pomedzi genetiky a farmakoldgie, ktory sa zaobera studiom
genetickych variacii ovplyviujacich individudlnu odpoved organizmu na lieky. V centre jej zaujmu stoji
pochopenie toho, ako dedi¢né rozdiely medzi jednotlivcami, najma v génoch kddujucich enzymy
metabolizujlce liediva, transportné bielkoviny alebo terapeutické cielové struktiry vplyvaju na Géinnost
a bezpecnost liecby.

Geneticka variabilita medzi pacientmi moze viest k odlisnej rychlosti metabolizmu konkrétneho liediva —
niektori jedinci metabolizuju lieky pomaly, ¢im dochadza k ich hromadeniu a riziku neziaducich ucinkov,
zatial ¢o ini ich odburavaju prilis rychlo, ¢o vedie k zniZzenej Ucinnosti. Vyznam farmakogenetiky teda
spociva v tom, Ze umoZiuje personalizaciu farmakoterapie — vyber najvhodnejSieho lieku a jeho
davkovania na zaklade genetického profilu pacienta. Vdaka tomu je mozné minimalizovat riziko
neziaducich Uéinkov a zarovern maximalizovat terapeuticky prinos.

Délezitou oblastou aplikacie farmakogenetiky je onkoldgia, kde niektoré mutécie (napr. v génoch TPMT,
DPYD, UGT1A1 ¢i CYP2D6) vyznamne ovplyvriuju toxicitu alebo Uéinnost cytostatik. Rovnako dolezité su
farmakogenetické testy pri liecbe antidepresivami, antikoagulanciami alebo imunosupresivami.
Zavadzanie farmakogenetického testovania do klinickej praxe je v silade s konceptom personalizovanej
mediciny a predstavuje krok k bezpecénejsej a ucinnejsej terapii Sitej na mieru kazdému pacientovi.

K roku 2025 je znamych viac ako 350 liekov, ktorych Géinnost alebo bezpeénost zavisi od genetickych
variantov konkrétneho pacienta. Tieto Udaje su zhromazdované a aktualizované v databazach ako su:

e PharmGKB (Pharmacogenomics Knowledgebase) — najvacsia medzindrodnd databaza
poznatkov o genetickych variantoch a ich vplyve na lieky.

e CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium) — vytvara klinické odporucania
pre Upravu davkovania liekov na zdklade genetickych vysledkov.

e DPWG (Dutch Pharmacogenetics Working Group) — eurdpsky zdroj odporucani najma pre
klinicku farmakoldgiu.

Z tychto liekov ma priblizne 100 az 150 jasne definované odporuicania na Upravu davky alebo vyber
alternativneho lieku na zaklade genotypu pacienta (priklady v Tabulke €. 25). Medzi najdblezitejSie
farmakogeneticky sledované gény patria:

e CYP2D6, CYP2(C9, CYP2C19 — enzymy metabolizujuce mnohé bezné lieky
e VKORC1 — ciel warfarinu (antikoagulancia)

e TPMT, NUDT15 — metabolizmus thiopurinov

e HLA-B, HLA-A —riziko zavazinych hypersenzitivnych reakcii

e DPYD — metabolizmus 5-fluorouracilu a kapecitabinu

9.2 Molekularno-genetické metody testovania vo farmakogenetike

Farmakogenetika vyuZiva r6zne molekularno-genetické metddy na identifikaciu genetickych variant,
ktoré ovplyviuju individualnu odpoved na lieCbu. Testovanie tychto variant umoziuje personalizovat
lie¢ebné postupy, znizit riziko neZiaducej toxicity a zvysit Ucinnost terapie.

Medzi najCastejSie vyuZivané metddy patri PCR, ktord umoznuje rychlu a Specificki amplifikaciu
ciefovych oblasti DNA, kde sa nachdadzaju sledované polymorfizmy. Jednou z délezitych variant tejto
metddy je alelovo Specificka PCR (AS-PCR), ktora vyuZiva primery navrhnuté tak, aby sa viazali vyhradne
na konkrétnu alelu — teda bud' na alelu divého typ alebo na mutaciu.
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Tento pristup umoZznuje jednoduché rozliSenie heterozygotov a homozygotov pre dany variant bez
nutnosti nasledného sekvenovania. AS-PCR je preto velmi uZito¢na pri rychlej detekcii znamych SNP,
ktoré ovplyviuju metabolizmus liekov.

Okrem klasickych PCR metdd sa vo farmakogenetike Casto vyuZiva aj real-time PCR, ktord vdaka
fluorescenénym sondam umoznuje kvantitativnu detekciu a zdroven Specificku identifikaciu variantov

v jednom kroku.

v

Tabulka €. 25. Priklady liekov s povinnym alebo velmi odporu¢anym genetickym testovanim pred

podanim.

Liek Indikacia Gén / Variant Typ genetického odportcania

Abacavir HIV HLA-B57:01 Povinny test - riziko
hypersenzitivity

Carbamazebin Epilensia. neuraleia HLA-B15:02 Povinny test v rizikovych

P priepsia, g (Azia) populdciach
Allopurinol Dna, hyperurikémia HLA-B58:01 Odporucany test
, . . VKORC1, . ) !

Warfarin Antikoagulancia CYP2C9 Uprava davky podla genotypu

Clopidogrel Prevencia trombdz CYpP2C19 Odporucany test

Irinotekan Kolorektdlny karciném UGT1A128 Odporucany test — toxicita

Fluoropyrimidiny (5- R . Povinny/odporucany test —

FU) Ro6zne typy rakoviny DPYD toxicita

Azatioprin, ' Aut0|mu.n|tne o TPMT, NUDT15 POV|nny/9(:!poruca ny test —

merkaptopurin ochorenia, leukémie myelotoxicita

Efavirenz HIV CYP2B6 Odpordcany test - CNS
toxicita

. . HLA-B15:02, ., e
Phenytoin Epilepsia CYPICO* Povinny/odporuacany test

Pre rozsiahlejsSie testovanie je vsak Casto uprednostriované NGS (sekvenovanie novej generacie), ktoré
umoznuje paralelné sledovanie viacerych génov a variant sucasne, ¢im sa zvysuje diagnostickd hodnota
farmakogenetickych vysetreni. NGS platformy taktiez umoZznuju detekciu Strukturdlnych variacii, ktoré
moézZu ovplyvnit metabolizmus liekov.

Velky potencial v oblasti farmakogenomiky maju aj microarray technoldgie (pozri kapitolu 5.4. SNP
array), ktoré pracuju na principe hybridizacie zna¢enych fragmentov DNA na Cipe obsahujicom tisice
sond zameranych na konkrétne genetické varianty. Microarray platformy umoZfuju simultanne
vySetrenie velkého poctu SNP naprie¢ celym gendmom alebo v paneloch génov relevantnych pre
farmakogenetiku. Ich vyhodou je relativne nizka cena a vysoka rychlost analyzy, ¢o ich robi vhodnymi na
skriningové testy. Vyvoj v tejto oblasti smeruje k zvySovaniu presnosti, zniZovaniu nakladov
a rozsSirovaniu panelov o nové varianty, ¢im sa farmakogenetické testovanie stava dostupnejsie pre Sirsiu
klinickd prax.

Pri testovani farmakogenetickych markerov je klfucova aj kvalita a mnozstvo ziskaného biologického
materialu. DNA sa najcastejsie izoluje z periférnej krvi, ale ¢oraz CastejsSie sa vyuZivaju aj neinvazivnejsie
zdroje ako sliny ¢i tampdny z dutiny Ustnej, ktoré su dostatocné na vacsinu molekularnych testov.

Z praktického hladiska st molekularno-genetické metddy vo farmakogenetike neoddelitelnou sucéastou
personalizovanej mediciny a umoZiiuju lepsie prispdsobit lieCbu pacientovi podla jeho genetickej
vybavy.
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10. Zhrnutie a odporucana literatura

10.1 PrehPad meto6d a ich vyuzitie

Moderna lekarska genetika disponuje Sirokym spektrom molekuldrno-genetickych a cytogenetickych
metdd, ktoré sa liSia v citlivosti, rozsahu analyzovanych zmien a klinickom vyuziti. Klasicka karyotypizacia
a fluorescencna in situ hybridizacia (FISH) ostdvaju zakladom v detekcii numerickych a velkych
Strukturalnych chromozémovych aberacii. Mikroarray technoldgia (CMA) umozniuje presnejsiu detekciu
submikroskopickych delécii a duplikacii( pozri kapitoly 5.3 Array- CGH a 5.4 SNP-Array).

Pre analyzu Specifickych génov su vyuZivané na PCR-zaloZené techniky, vratane alelovo Specifickej PCR,
multiplex PCR (i real-time PCR, ktoré su vhodné na detekciu zndmych variantov. Sekvenovanie novej
generacie (NGS) predstavuje revoluény pristup umoZznujuci paralelnd analyzu desiatok azZ stoviek génov
a celej exdmovej ¢i gendmovej DNA, pricom Sangerovo sekvenovanie slUZi na potvrdenie patologickych
nalezov. V onkoldgii sa Coraz viac uplatiuju aj kvantitativne metddy ako digital PCR a tekuta biopsia na
detekciu mutacii z cirkulujucej DNA.

Epigenetické zmeny sa vySetruju prevazine pomocou bisulfitovej konverzie DNA a nasledného
sekvenovania, zatial ¢o expresia génov moze byt hodnotend metédou RNA-seq. V ramci prenatélnej
diagnostiky su vyuZivané invazivne aj neinvazivne pristupy, pricom vyznamnu ulohu zohrava analyza
volnej fetalnej DNA z plazmy matky (NIPT) ¢i preimplantacné genetické testovanie (PGT).

Struény prehlad metdd predstavuje a ich vyuzitia Tabulka €. 26:

Metoda Vyuzitie

Detekcia numerickych a velkych Strukturdinych

Karyotypizacia chromozémovych aberacii
FISH Cielena detekcia Specifickych chromozémovych prestavieb

T e LY — Detekcia submikroskopickych delécii a duplikacii (CNV)

array CGH
PCR Detekcia zndmych mutacii, patogénnych variant
a polymorfizmov
Alelovo specificka PCR Detekcia Specifickych alelickych variant
gPCR (real-time PCR) Kvantifikacia DNA, rychla detekcia mutacii a polymorfizmov

Digital PCR (dPCR) Vysoko citliva detekcia nizkofrekvenénych variant, liquid
biopsy
NGS (sekvenovanie novej

. . Komplexnd analyza génov, exdmu alebo celého genému
generacie)

RNA-seq Analyza génovej expresie, identifikacia fuznych transkriptov

Bisulfitova konverzia + . . .

. Detekcia metylaénych zmien DNA
sekvenovanie

Rychla detekcia najcastejsich aneuploidii, prenatalna

TR ly
STR analyza diagnostika

Microarray — SNP array Genotypizdcia, farmakogenetické panely, skrining variant

Zvysenie mnoZstva DNA pred NGS alebo aCGH analyzou pri

WGA (celogenémova amplifikacia) e
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10.2 KPucové odporucania a Standardy

Pre klinické vyuzitie genetickych testov je klUéové riadit sa Standardmi dobrej laboratornej praxe
a odporucéaniami odbornych spoloc¢nosti. Kazdy geneticky nalez musi byt interpretovany v klinickom
kontexte, idealne multidisciplinarnym timom vratane klinického genetika. Vysledky molekularnych
analyz by mali byt overené v akreditovanych laboratériach so zabezpecenou kvalitou.

Pre rutinnd diagnostiku su odporucané validované panely génov v zavislosti od klinickej indikacie.
V pripade pozitivhych nélezov v rdmci rodinnej predispozicie je nevyhnutné zabezpedit genetické
poradenstvo a testovanie pribuznych v sulade s principmi prediktivnej genetiky. DoéleZité je tiez
reSpektovanie etickych aspektov testovania, najma v rdmci prenatdlnej a preimplantacnej diagnostiky.
Kvalitnd dokumentacia, informovany suhlas, dovernost Gdajov a moznost interpretéacie vysledkov
pacientovi zrozumitelnou formou su zakladnymi piliermi zodpovedného genetického testovania.

10.3 Odkazy na odborné smernice a databazy

V rdmci spravnej interpretacie genetickych nalezov je nevyhnutné vyuzivat aktualne odborné databazy
a smernice. Medzi najvyznamnejsie patria:

e  OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) — https://www.omim.org
Databaza popisujuca monogénne dedi¢né ochorenia, ich geneticky zaklad a fenotypy.
e Clinvar — https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
Obsahuje anotacie variant a ich klinickt vyznamnost, zdielané vyskumnymi aj klinickymi
laboratériami.
e HGMD (Human Gene Mutation Database) — https://www.hgmd.cf.ac.uk
Komercne dostupnd databaza obsahujica zname patogénne varianty v [udskych génoch.
e LOVD (Leiden Open Variation Database) — https://www.lovd.nl
Otvorenad databdza variant Specifickych génov, prispievana vyskumnikmi a klinikmi.
e gnomAD - https://gnomad.broadinstitute.org
Databaza frekvencii alel v populdcidch, vyuZitelnd na uréenie patogenity variant.
e ACMG guidelines — Odporucania American College of Medical Genetics pre klasifikaciu variant
(napr. "ACMG 2015 Standards and Guidelines for the Interpretation of Sequence Variants").
e NCCN guidelines — Klinické odporucania pre genetické testovanie a onkologicky manazment
(napr. BRCA, Lynchov syndrém).
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