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Revolu¢na metdéda sekvenovania novej generdcie (NGS) je zaloZena na moznosti realizacie paralelnej sekvenaénej analyzy velkého mnoz-
stva DNA fragmentov. Chemicky princip v si¢asnosti najpouzivanejSich NGS technolégii zahffha takzvané sekvenovanie pocas syntézy
alebo ligaciou s naslednou detekciou fluorescencie, chemiluminiscencie alebo zmeny pH. Obrovské mnozstvo dat ziskanych pomocou
NGS analyz je nevyhnutné efektivne spracovat a korektne vyhodnotit pomocou ré6znych bioinformatickych algoritmov, ¢o kladie vysoké
naroky na informaticku infrastrukttru laboratéria a odborny personal $pecializovany na bioinformatiku. Rutinna klinicko-diagnosticka
implementacia NGS metéd vyzaduje preciznu validaciu jednotlivych testov a Standardizaciu celého analytického procesu. Vzhladom na
rozsah ziskanych dat prinasa genetické testovanie pomocou NGS velké mnozstvo vysledkov s roznou informativnou hodnotou. V pripade
identifikacie patologického variantu (mutécie) vznamom géne alebo v géne velmi pravdepodobne asociovanom s danym ochorenim je
mozné diagnosticky stanovit pric¢inu pacientovho fenotypu. Naopak, takzvané ndhodné nalezy, ktoré sa identifikuju pri testovani po-
mocou exémového alebo celogenémového sekvenovania, so sebou prinasaju interpretacné a etické vyzvy a na ich reportovanie musia
byt stanovené prisne kritéria. Rozne aplikacie NGS sa uz vyuzivaju nielen v ramci vyskumu, ale aj v laboratdérnej diagnostike mnohych
geneticky podmienenych ochoreni. Doterajsie niekolkoro¢né skiisenosti preukazali jednoznacnu efektivitu panelového a exomového
sekvenovania najma v pripade zriedkavych syndrémov a geneticky heterogénnych ochoreni. Je viak zrejmé, ze postupna integracia
NGS do klinicko-diagnostickej praxe moze perspektivne priniest ,na mieru sita” lekarsku starostlivost aj pri ¢astejsie sa vyskytujucich,
multifaktorialnych chorobach.

Klucové slova: sekvenovanie novej generacie (NGS), génové panely, exémové sekvenovanie (ES), celogenémové sekvenovanie (WGS),
geneticky heterogénne ochorenia, zriedkavé syndrémy.

Next Generation Sequencing and its Application in Clinical Genetics

Revolutionary method of next generation sequencing (NGS) is based on the parallel sequencing analysis of a large number of DNA frag-
ments. Chemical principle of current most widely used NGS technologies includes sequencing by synthesis or ligation followed by the
detection of fluorescence, chemiluminiscence or changes in pH. Huge amount of data arising from NGS analyses have to be effectively
processed and correctly evaluated by various bioinformatic algorithms that put high requirements on laboratory’s hardware and software
equipment as well as staff trained in bioinformatics. Routine diagnostic implementation of NGS methods requires thorough validation
of individual tests and standardization of the entire analytical procedure. Considering the amount of acquired data, genetic testing by
NGS yields a lot of results with varying informativeness. If a pathological variant (mutation) in a known or novel gene associated with
the disease is found, the cause of patient’s phenotype can be ascertained. On the contrary, incidental findings identified by exome or
whole genome sequencing give rise to interpretative and ethical challenges and their reporting must fulfil strict criteria. Various NGS
applications are already used in research and clinical diagnosis of many genetically determined diseases. Long-term experience proved
apparent efficacy of gene panel and exome sequencing particularly in the diagnosis of rare syndromes and genetically heterogeneous
diseases. However, in perspective, progressive integration of NGS into the clinical practice could lead to the individually tailored patient
management even in more common, multifactorial diseases.

Key words: next generation sequencing (NGS), gene panels, exome sequencing (ES), whole genome sequencing (WGS), genetically
heterogeneous diseases, rare syndromes.
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Sekvenacné technolégie prvej a druhej generacie

Metéda DNA sekvenovania publikovana F. Sangerom koncom 70.
rokov minulého storocia (1) oznacovana aj ako dideoxynukleotidové sek-
venovanie priniesla nové a v ¢ase svojho vzniku este netusené moznosti
analyzy jednotlivych génov a neskor celych gendémov. Prvogeneracnd
Sangerova metdda sa postupne vyvinula na vykonnu automatizovanu
technolégiu vyuzivajucu polymerdzovu retazovu reakciu (PCR), fluo-
rescencné znacenie dideoxynukleotidov, kapildrnu elektroforézu a kom-
plexné pocitacové spracovanie dat a metodicky stale predstavuje zlaty
standard. Napriek ur¢itym obmedzeniam automatizacia Sangerovho
postupu umoznila Uspednu realizaciu projektu sekvenovania ludského
gendmu a etablovanie sekvenacnej analyzy v rutinnej molekulovo-gene-
tickej diagnostike. Program sekvenovania celého ludského gendmu vsak
dramaticky zvysil ndroky na kapacitu sekvenacnych technoldgif. Projekt
sa realizoval v ,tovédrensky” organizovanych sekvenacnych centrach so
$pecifickou infrastrukturou, ktord zahfiala stovky velkokapacitnych sek-
vendtorov, dalsich automatizovanych pristrojov a pocitacov, ako aj velké
mnoZstvo personalu. Takyto typ zvysenia vykonnosti sekvenovania viak
nebol perspektivne postacujuci pre nové vyskumné a diagnostické vy-
zvy v humannej genetike a genomike a postupne dochadzalo k vyvoju
novych, ¢oraz komplexnejsich sekvenacnych postupov.

Technoldgie sekvenovania novej generdcie (NGS) sa od automatizo-
vanej Sangerovej metédy odlisuju najméa svojou vysokou vykonnostou.
Z&kladny princip NGS je prehladne zndzorneny na obrdzkoch 1 - 3.
Podstata zvysenej efektivity spociva v masivnej paralelizacii biochemic-
kych a meracich krokov, ako aj vyraznom zvyseni rychlosti sekvenovania.
Nové metddy umozniuju simultdnnu analyzu milionov sekvenacnych ,Cita-
ni* v jednej vzorke. Dalsie rozdiely zahffiaju odlignd formu vychodiskového
templatu (tzv. fragmentové kniznice, vid nizsie) a o nieco kratsiu dizku
sekvenovania analyzovanych fragmentov v porovnani so Sangerovou
metddou. Obmedzenia spdsobené kratsimi ¢itaniami viak kompenzuje
masivna hibka pokrytia a paralelizacia, t. j. mnohonasobné opakovanie
analyzy tej istej cielovej oblasti gendmu v zmesi obrovského mnozstva
stbezne zoradenych DNA fragmentov rézneho typu (obrazok 2).

V sti¢asnosti pouzivané NGS technoldgie druhej generdcie (popis me-
téd tretej generdcie, ktoré sa stéle este len profilujy, je nad rdmec tohto
prehladového ¢lanku) z chemického hladiska vyuzivaju DNA syntézu alebo
ligdciu. Detekcia signalu z milionov chemickych reakcif, ktory je nésledne
transformovany do sekvencnych dat, je zabezpecend snimanim emitovanej
fluorescencie (z fluorescencne znacenych nukleotidov), enzymaticky vyvola-
nej chemiluminiscencie (pri degradacii pyrofosfétu) a pH zmien (pri uvolfiovant
proténov pocas inkorporacie nukleotidov do DNA retazca). Bez ohladu na
chemicku podstatu sekvenovania, vietky NGS metddy vyzaduju komplexnu
predsekvenacnu pripravu DNA templétu a néslednu bioinformatickd analyzu
sekvenacnych dat (obrazky 1 a 3). Predsekvenacné kroky zahfiaju pripravu
sekvenacnej (fragmentovej) kniznice, podla potreby aj vratane cieleného
obohatenia (target enrichment) a nasledne klonalnu amplifikaciu pripravenej
sekvenacnej kniznice. Priprava kniZnice sa zvycajne sklada z dvoch krokov,
fragmentdcie vychodiskovej DNA na velkost 150-500 bp fyzikalnym (napriklad
sonikaciou) alebo enzymatickym spdsobom (nukledzou, transpozénami) a li-
gécie adaptorovych primerov na fragmenty. Cielené obohatenie, t. j. Specificka
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Obrdzok 1. Princip sekvenovania novej (druhej) generacie (upravené podla (2)
PRIPRAVA TEMPLATU
Vstupna DHA

SEKVENOVANIE

ANALYZA DAT

selekcia zelanych DNA fragmentov, sa vykondva v pripade potreby sekvenovat
len urcité oblasti gendmu v sumérne mensom rozsahu (napriklad len niektoré
exony alebo stbory génov) a najcastejsie sa realizuje pomocou PCR alebo
hybridizacie so $pecifickymi oligonukleotidovymi probami. Klondlna am-
plifikacia kniznice prebieha pomocou $pecifickych typov PCR — najcastejsie
tzv. emulznej alebo mostikovej (bridge) PCR. Posekvenacnd bioinformaticka
analyza zahfna spracovanie nasnimaného signalu, jeho transformaciu do
Ciastkovych nukleotidovych sekvencif a porovnanie vyslednej ,poskladanej”
DNA sekvencie s referen¢nou za Ucelom zaverecnej identifikacie a anotécie
variantnych nukleotidov (5).

Pocas sekvenacnej reakcie sa vygeneruju miliony az miliardy tzv.
¢ftant. Citanie (read) je nukleotidové sekvencia urcitej dizky (read length)
ziskand z DNA fragmentu nachadzajlceho sa v sekvenacnej kniznici. Na
presnost NGS analyzy a spravnu interpretaciu dat je nevyhnutné dosiahnut
dostato¢nu hibku pokrytia (depth of coverage). Hibka pokrytia je pocet
¢itant, ktory pokryva konkrétny cielovy nukleotid a bezne sa vyjadruje vo
forme Nx (napriklad 40x, 100x, t. j. Styridsat, sto ¢itani cielového nukleo-
tidu). Dalim délezitym parametrom je hibka sekvenovania (sequencing
depth), t.]. celkové mnozstvo sekvenacnych dat (precitanych nukleotidov),
ktoré vyzaduje dand vzorka, aby sa dosiahla pozadované priemernd hlbka
pokrytia. Najcastejsie sa uddva ako pocet potrebnych ¢itani na vzorku
(napriklad 40 milidnov, 1 miliarda) alebo pocet nukleotidov (bdz), ktoré
je nutné sekvenovat (napriklad 100 Mb, 4 Gb).

Proces analyzy NGS dat mézeme vseobecne rozdelit na tri stupne (obra-
zok4). Primarna analyza, stanovenie baz (base-calling), zahfra konvertovanie
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Obrdzok 2. Masivna paralelizacia na Urovni spracovania sekvenacnych
NGS dat. Cervené Useky predstavuju identifikované sekvencie, modré
Useky medzi nimi neurcenu sekvenciu (upravené podla (3)
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Obrdzok 3. Vieobecny postup sekvenovania druhej generécie a analyzy
ziskanych sekvenacnych dét (upravené podla (4)

Fragmentacia: fyzikalne alebo enzymaticky,

obohatenie: PCR alebo hybridizacné proby

Templatova DNA Fragmentacia
+/- obohatenie,
ligacia adaptérov

Cielové DNA

fragmenty
Klonélna amplifikacia Emulznd alebo mostikové PCR
Fragmentova
kniznica
Sekvenovanie Syntéza alebo ligacia, detekcia signélu
Sekvenacné data
Bioinformaticka Spracovanie do podoby DNA sekvencie,
; N fikaci P .
litaEEEEs analyza identifikacia a anotacia variantov

biochemickych signalov, ¢ize hrubych dét, ktoré boli ziskané snimanim zmien
svetelnej intenzity (fluoresencia, chemiluminiscencia) alebo zmien pH, do
kratkych nukleotidovych sekvencif — ¢itani. Sekundarna analyza zabezpecuje
porovnanie (alignment) sekvencif s referenciou a stanovenie variantnych nuk-
leotidov a ich anotaciu. Tercidrna analyza znamend interpretéciu, t. j. analyzu
zistenych variantov z hladiska pdvodu, jedine¢nosti a funkéného dosahu.
Kazdy z tychto krokov vyzaduje Specidlne vytvorené databdzy, algoritmy,
softvér a skisenosti. Procesy primarnej analyzy su uz v sicasnosti Uspesne
zvlddnuté a postupne sa automatizuju. Aj v rdmci sekundarnej analyzy sa
Standardizuji metddy mapovania ¢itani k najnovsej referencnej sekvencii
[udského gendmu. Limitaciu Sirsej klinickej aplikacie NGS predstavuje prave
biomedicinska interpretécia identifikovanych variantov, ktord sa zatial eSte len
vyvija, ¢o sa tyka algoritmov, analytickych postupov a identifikicie ¢i predikcie
kauzalnych genotypovo-fenotypovych korelacif (6).

Aplikacie NGS

Sekvenovanie génovych panelov (panelové sekvenovanie, PS) je za-
merané na konkrétne ochorenia, pretoze sa analyzuje stanoveny subor
znamych, klinicky vyznamnych génov. Dosahuje sa tym vécsia hibka
pokrytia (t. j. viac ¢itani v Zelanych oblastiach) a nésledne aj vyssia ana-
lytickd senzitivita a Specificita. KedZe PS analyzuje len gény so znamou

Obrdzok 4. Obrazok 4. Algoritmus bioinformatického spracovania NGS
déat a stupne filtrovania pri tercidrnej analyze (upravené podla (6) a (7)
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asociaciou s konkrétnymi ochoreniami, umoznuje lepsiu interpretaciu
nélezov v klinickom kontexte. V porovnani s exdmovym a genémovym
sekvenovanim (vid nizsie) je PS kompatibilné s ekonomicky a ¢asovo
vyhodnejsim vyuzitim mensich stolovych sekvenatorov (nizsia cena
pristroja, moznost analyzy viacerych vzoriek v jednom behu) a jedno-
duch$im manaZovanim objemu dat. V tabulke 1 su uvedené priklady
génovych paneloy, ktoré v si¢asnosti komeréne ponukaju vyrobcovia
dvoch NGS platforiem (lllumina, Life Technologies) na priame pouzitie
v diagnostike.

Exémové sekvenovanie (ES) znamend stanovenie DNA sekvencie
exdému, teda vacsiny priblizne zo 160 000 protefn-kddujucich exénoy,
ktoré sice predstavuju len 1 -2 % [udského genému (~30 — 60 Mb), ale
zahfiaju ~85 % znamych kauzalnych mutécif (8). ES sa pouZiva na detekciu
variantov (mutécif) uz v znadmych, s ochoreniami asociovanych génoch, ako
aj na zistovanie novych etiopatogenetickych asociacii. Objavovanie a cha-
rakterizacia ,novych” génov boli este doneddvna doménou vyskumnych
laboratérif, ale postupne dochadza k presunu identifikacie kandidatnych
kauzalnych génov aj do klinicko-diagnostickych laboratérif, hoci na jed-
noznacné potvrdenie asocidcie su zvycajne potrebné dalsie studie, ¢asto
v spolupraci s vyskumnymi pracoviskami.

Celogenémové sekvenovanie (whole genome sequencing, WGS)
stanovuje DNA sekvenciu prakticky celého gendmu a pokryva teda
kédujuce aj nekddujlce oblasti. Vyhodou tohto pristupu je relativne
nekomplikovand predsekvenacna priprava vzoriek, ktord nevyzaduje PCR
amplifikdciu alebo obohacovanie cielovych oblasti. Pre obmedzenia pri
interpretacii variantov v nekédujucich oblastiach sa ¢asto volf stratégia,
pri ktorej sa najprv analyzuju kédujlce regiony (t. j. exém). V pripade, ze
sa nendjdu kauzalne mutacie, data sa znovu analyzuju a hladaju sa va-
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rianty v regulacnych nekoduijucich oblastiach, ktoré by mohli ovplyviovat ~ Tabulka 1. Priklady génovych panelov pontkanych vyrobcami NGS platforiem

expresiu klinicky vyznamnych génov. WGS pri porovnan( s cielenym PS ~ Zameranie . Pocet .
3 I Nazov ) Spektrum analyzy
vyzaduje rédovo desatnasobky hibky sekvenovania (sequencing depth), ~_Paneid gehioy
t.j. mnozstva sekvenovania, ktoré vyzaduje dana vzorka, a to pri podstatne TruSight One Exénové oblasti génov uvedenych
e Lt . M L o0 r s . ) 4813 v OMIM¥ ktorych mutdcie boli
nizsej hibke pokrytia (depth of coverage), ¢o prindsa velké naroky na kvalitu Sequencing o B _—
asociované s konkrétnymi ochoreniami
a kapacitu technolégie (konkrétneho pristroja) aj datovej analyzy. Kedze 00 viodemich chordp vrit
L, . o, . >700 vrodenych chorob vritane
sekvena¢na hibka analyzovanej vzorky je nasobkom objemu sekvenova- neuromuskularnych (245 ochoreni
nej DNA a Zelanej hibky pokrytia, pri velkosti génového panela napriklad lon Ampliseq /87 génov), kardiovaskularmych
3Mb (3x10°bp) a hibke pokrytia 100xje sekvenacnd hibka 0,3 Gb (3Mbx 100), ~ Dedicné Inherited Disease 02> (199/62), metabolickych (46/28),
e . , , , ) , 5 ochorenia vyvinovych portch (193/75)
zatial ¢o pri sekvenovani celého gendmu s velkostou 3 Gb (3 x 107 bp) - . o
3 § ainych ochorenf (napr. dedi¢né
a hlbke pokrytia 30x je poZadovana sekvenacnd hlbka az 90 Gb (3 Gb x 30). nédorové, slepota: 210/73)
Celogendmové sekvenovanie tak v sti¢asnosti predstavuje finan¢ne naj- OMIM* gény asociované prevazne
viac ndro¢nu NGS aplikaciu s najniziou priemernou hibkou pokrytia, hoci TrusightInherited 50 Z&vaznymi autozémovo-
v buducnosti sa tieto nevyhody budu postupne redukovat. Disease -recesivnymi ochoreniami
s nastupom v detstve
Klinické aspekty implementacie NGS Kardiomyopatie (KMP:
) i ) L hypertrofickd, dilatacnd,
Vzhladom na pomerne nedavne etablovanie NGS technoldgif a rézno- nonkompaktna favokomorova,
rodost klinickych aplikacii sa NGS testovanie (najma panelové) vykonava TruSight 4% arytmogénna pravokomorova/
prevazne pomocou vlastnych testov vyvinutych v jednotlivych labo- Cardiomyopathy katecholaminergna polymorfna
ratéridch. Vyuzivaju sa najrozliénejéie kombinacie pristrojov, chemikalii ~ Heterogenne omorova tachykarci)
VY ) ) ) P JOV, ochorenia a syndromy s KMP, napr. Danonoy,
a postupov datovej analyzy. Niekedy su jednotlivé ¢asti analyzy (napriklad Fabryho
zostava predsekvenac¢ného postupu od jedného vyrobcu alebo softvéry Gény asociované s poruchami
pre tercidrnu analyzu dat) komercne, verejne dostupné, ale nasledne musia TruSight Autism 101 autistického spektra a mentalnou
byt validované na diagnostické pouzitie (9). re,ta'rda)aou (resp. zaostavanim
vyvinu
Pri tradi¢nom diagnostickom testovani je Ulohou klinického genetika 4
- . . . e Y , ) Vlybrané oblasti najcastejsie
stanovit diagndzu zalozenu na klinickom obraze, objektivnom vysetrenia ro- lon AmpliSeq mutovanych génov
dinnej anamnéze. Geneticky test byva indikovany na potvrdenie, respektive E;’:’cr:”d Lung 22 v karcinémoch hrubého creva
vylicenie diagndzy. Vysetrujuce laboratérium vo vysledkovej sprave uvedie aplic
vietky potencidlne patologické varianty (mutdcie) v analyzovanom géne, Najcastejsie mutécie (,hotspots”)
ako aj zakladny popis pouzitych metdd vratane analytickych parametrov lon Ampliseq vo vybranych onkogénoch
itivita. pecificita. detekény imit). Panelové sek . d ) Cancer Hotspot 50 a tumor-supresorovych génoch;
(senzitivita, Specificita, detekény limit). Panelové sekvenovanie predstavuje p Siroké pokrytie onkogénov KRAS,
z pohladu klinického genetika logické rozsirenie sucasnych sekvenacnych BRAF a EGFR
testov v pripade tzv. geneticky heterogénnych ochoreni. Indikaciou PS Exénové oblasti onkogénov
je teda klinickd diagndza ochorenia, ktorého geneticka etioldgia je velmi a tumor-supresorovych génov
heterogénna, konkrétny kauzalny gén sa neda nijakym spdsobom vy- lon Ampliseq casto mutovanych v réznych
lek ! a sUbeznd ly/ [kéh ¢ i 7ch gé Analyza Comprehensive  >400 typoch solidnych nadorov
selektovat a sibeznd analyza velkého poctu asociovanych génov preto tumé/rového Canch (vrétane génov pre signdinu
predstavuje najefektivnejsi diagnosticky postup. Korektna indikdcia PS tak taniva a transdukciu, apoptdzu, opravu
moZe prispiet k podstatnému zrychleniu identifikacie kauzalnej mutécie  gagicns DNAi re9U|éCkiU ”a”Sk”pCief' )
u novodiagnostikovanych pacientov, respektive Uspesnému zavfSeniu  nadorové zpalovd reakciu a rastové faktory)
diagnostického procesu pri dihodobo nedoriesenych pripadoch. Testovanie  Predispozicie Vybrané exény onkogénov
. .. ) . ; § . ., a vsetky exony tumor-
pomocou PS najlepsie vyhovuije aj sii¢asnym modelom finan¢nej Uhrady supresorovyich génov, ktoré
(zdravotnymi poistoviiami i samoplatcovsky) za molekuldrne diagnostické sU najcastejsie mutované
testy. Z tychto dévodov je pre laboratéria aj indikujticich klinickych genetikov TruSight Tumor 26 vikarcinomoch pltic, hrubého
ivwhodneitie zatat zo zisk im sk A dni pS ¢reva, zaludka, ovarif
najvyhodnejsie zacat zo ziskavanim skdsenosti najprv prostrednictvom av melanémoch: vysoks
pred postupnym prechodom k ES a WGS aplikaciam. senzitivita (detekeny limit < 5 %
Pouzitie ES alebo WGS umozriuje volnejsi pristup k testovaniu paci- zastdpenia mutovanych aliel vo
entov, bez nutnosti presnej inicidlnej diagndzy, ale na korektnu interpre- vzorke nédorového thaniva)
taciu dat vyzaduju obe aplikacie Uzku spolupracu klinického genetika E?”X?SOE'O"afES Ffr?fj';poé'F'ou
. castym (prsnik/ovaria, nrupe
s laboratériom, najmé pri volbe vhodnej stratégie filtrovania variantov TruSight Cancer 94 ymp

a naslednej interpretdacii vysledkov. Indikaciou ES, respektive WGS su pri-
pady, pri ktorych je klinicky velmi pravdepodobné genetické ochorenie,
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Crevo) aj zriedkavym dedi¢nym
nadorovym ochoreniam

*databdza Online Mendelian Inheritance in Man, http://www.omim.org/



Tabulka 2. Geneticky podmienené ochorenia vhodné na panelové testovanie

Syndrémy Noonanovej spektra (RASopatie), Cornelia de Lange syndrom

Marfanov syndrém a pribuzné ochorenia spojiva

Sticklerov, Ehlers-Danlosov, Alportov syndrém a iné kolagénopatie

Osteogenesis imperfecta a iné skeletalne dysplézie

Bardet-Biedlov, Joubertov syndrom a iné ciliopatie

Polycysticka choroba obliciek, Bartterov syndrom

X —viazand mentélna retardéacia

Syndrémy asociované s autizmom

Glykogenozy

Lyzozomélne tezaurizmozy

Poruchy peroxizémovej biogenézy

Mitochondridlne ochorenia

Epilepsia a s hou asociované syndromy

Spinocerebeldrne a iné vybrané ataxie

Hereditdrna spastickd paraplégia

Primarne dysténie a pribuzné syndrémy

Charcot-Marie-Toothova a dalSie dedi¢né neuropatie

Spinalna svalova atrofia a vrodené svalové dystrofie

Pletencové svalové dystrofie

Kardiomyopatie a arytmie

Retindlne dystrofie

Vrodené hluchota

ale dostupné cielené testy pre konkrétny gén alebo gény asociované
s danym fenotypom (aj pomocou PS) neidentifikovali kauzélnu mutaciu,
alebo ak klinicky obraz, idaje z rodinnej anamnézy, silne suponuju gene-
ticku etioldgiu, ale fenotyp nekoresponduje so Specifickym ochorenim,
pre ktoré je dostupny cieleny geneticky test. Pred indikdciou ES/WGS
testovania musf klinicky genetik dokladne zvazit aj potencidlny vplyv
nahodnych nalezov (vid nizsie).

Predtestové konzultacia klinickym genetikom ma zahinat formalny
informovany suhlas a pacienti maju byt podrobne informovani o oca-
kdvanom vysledku testovania, pravdepodobnosti a type potencidlnych
ndhodnych nélezov a kategéridch vysledkov, ktoré budu, respektive ne-
budu uvedené vo vysledkovej sprave. Takisto je potrebné pacientom jasne
vysvetlit rozdiel medzi vylu¢ne klinicko-diagnostickym a (potencidine)
vyskumne orientovanym testovanim, hoci oba typy sa ¢asto prekryvaju,
resp. doplnaju. Nevyhnutnym dosledkom testovania pomocou ES/WGS
je identifikacia sekvencnych variantov, ktoré sa nevztahuju priamo k p6-
vodnému zdmeru testu. Za primarny nalez sa povazuje patogénny variant
(mutécia) v géne, ktory je relevantny k diagnostickej indikécii NGS testu.
Naopak, ndhodny alebo sekundarny ndlez znamena necakané zistenie
patogénnej zmeny v géne zjavne nesuvisiacom s povodnou indikaciou.
Urcité typy ndhodnych ndlezov je mozné povazovat za dostato¢ne za-
vazné a ich uvedenie vo vysledkovej sprave sa jednozna¢ne odporutca
(10). Medzi vyznamné ndhodné nalezy patri najma identifikacia variantu
asociovaného s predispoziciou k urcitému ochoreniu (t. j. vysokym rizikom
rozvoja ochorenia v buduicnosti), respektive zistenie mutdcie pre doteraz

klinicky sa neprejavujice ochorenie a nalez nosi¢stva heterozygotnej
mutdacie pre recesivne ochorenie. Diagnostické laboratérium poskytu-
juce ES/WGS analyzy by preto malo mat vypracovany podrobny postup
ohladom posudzovania a uvadzania (reportovania) ndhodnych nalezov
vo vysledkovej sprave.

Diagnostické vyuzitie NGS v klinicko-genetickej praxi

Jednotlivé NGS aplikdcie sa v sucasnosti efektivne vyuzivaju v gene-
tickej laboratérnej diagnostike zriedkavych syndrémoyv, heterogénnych
ochorenfi a pri neinvazivnom prenatalnom testovani plodu. Za zriedkavé
(raritné) ochorenia sa na zaklade konsenzu povazuju choroby s indivi-
dudlnou popula¢nou incidenciou menej ako 1: 2 000, ¢ize vyskytujice
sa menej ako u 500 jedincov z milidna. Extrémne zriedkavé (ultrararitné)
ochorenia maju incidenciu mensiu ako 1 : 50 000, zistuju sa teda u me-
nej ako 20 jedincov z miliéna. Predpoklada sa, Ze kauzédlne mutacie pre
raritné ochorenia sa vyskytuju so zodpovedajtcou nizkou frekvenciou,
respektive vylu¢ne u postihnutych jedincov. Tento predpoklad plati najma
pre vysokopenetrantné mutdcie, t. j. varianty velkého Ucinku asociované
s typickym fenotypom, ktoré sa nevyskytuju bezne v populécii, a preto
ani v databézach celogenémovych analyz alebo polymorfizmov (dbSNP,
HapMap, 1000 Genomes, ap.). Nepritomnost v tychto databazach pred-
stavuje dolezité kritérium pri hlfadani zriedkavého alebo de novo variantu
pri ES/WGS analyzach. Od uverejnenia pilotnej prace, ktord pomocou
ES identifikovala mutéaciu v géne SLC26A3 a potvrdila povodne klinicky
nesuponovanu diagnézu vrodenej chloridovej diarrhey (hnacky) (11) bolo
publikovanych viac ako 150 dalsich studi, ktoré Uspesne vyuzili ES/WGS
na detekciu recesfvnych, dominantnych aj de novo mutaci.

Geneticky heterogénne ochorenia, ktoré predstavuju jednoznacnych
kandidatov na vyuzitie PS, méZzeme rozdelit do niekolkych zékladnych
skupin: $pecifické genetické syndromy s historicky zndmou heterogenitou,
syndrémy s mentalnou retardaciou a/alebo autizmom, dedi¢né metabo-
lické poruchy a ochorenia primarne diagnostikované inymi medicinskymi
odbormi (neuroldgia, kardioldgia, oftalmoldgia, ORL). Konkrétne priklady
st uvedené v tabulke 2.

Zavedenie NGS metdd prinieslo potrebnu technoldgiu aj na vyriesenie
technickych problémov neinvazivnej detekcie trizomie 21 a dalsich ¢astych
aneuploidii plodu z volnej fetdlnej DNA cirkulujucej v periférnej krvi matky.
Po pilotnych mensich pracach principidlne testujicich NGS analyzu dalsie
studie potvrdili vysoku Specificitu a senzitivitu takéhoto neinvazivneho
prenatédlneho testovania (NIPT) na rozsiahlych siboroch tehotnych Zien
(12,13). Pri skriningu najcastejsich fetalnych aneuploidii NIPT predstavuje
alternativu a perspektivne ndhradu multimarkerovych biochemickych
testov a invazivneho odberu fetdlnej vzorky. V sicasnosti je uz v ponuke
viacero komer¢ne dostupnych NIPT testov a ich Siroké pouzitie je zatial
limitované finan¢nou naro¢nostou pre tehotné probandky. Len dalsi vyvoj
ukaze, ¢itento typ testov Uspesne nahradi doterajsie postupy prenatalnej
genetickej diagnostiky.

Zaver
Postupné rozsirenie NGS analyz v klinicko-diagnostickej praxi bude
predstavovat zmenu paradigmy v medicine a velmi pravdepodobne
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prinesie skuto¢ne ,na mieru $itu” lekdrsku starostlivost zaloZzenu na po-
znani individuélneho rizika. Uz dnes je zrejmé, Ze aplikdcie NGS budu mat
velky vyznam nielen pri genetickych ochoreniach s mendelskym typom
dedic¢nosti, ale aj pri polygénovych a multifaktoridlnych chorobach (14).
Preto je potrebné, aby klinicki genetici postupne pomohli integracii ,ge-
nomického" myslenia aj v inych medicinskych Specializaciach.

Literatura

1. Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc
Natl Acad Sci USA. 1977;74(12):5463-7.

2.Grada A, Weinbrecht K. Next-generation sequencing: methodology and application. JIn-
vest Dermatol. 2013;133(8):e11.

3. http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mapping_Reads.png

4. Hui P. Next Generation Sequencing: Chemistry, Technology and Applications. Top Curr
Chem. 2014;336:1-18.

5. Metzker ML. Sequencing technologies - the next generation. Nat Rev Genet. 2010;11(1):31-46.
6. Moorthie S, Hall A, Wright CF. Informatics and clinical genome sequencing: opening the
black box. Genet Med. 2013;15(3):165-71.

7.Krier JB, Green RC. Management of incidental findings in clinical genomic sequencing. Curr
Protoc Hum Genet. 2013;Chapter 9:Unit9.23.

8. Majewski J, Schwartzentruber J, Lalonde E, et al. What can exome sequencing do for you?
J Med Genet. 2011;48(9):580-9.

NEWSLAB | 2015; 1(1) >

9.Rehm HL, Bale SJ, Bayrak-Toydemir P, et al. ACMG clinical laboratory standards for next-ge-
neration sequencing. Genet Med. 2013;15(9):733-47.

10. Green RC, Berg JS, Grody WW, et al. ACMG recommendations for reporting of incidental
findings in clinical exome and genome sequencing. Genet Med. 2013;15(7):565-74.

11. Choi M, Scholl Ul, Ji W, et al. Genetic diagnosis by whole exome capture and massively
parallel DNA sequencing. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106(45):19096-101.

12. Bianchi DW, Platt LD, Goldberg JD, et al. Genome-wide fetal aneuploidy detection by ma-
ternal plasma DNA sequencing. Obstet Gynecol. 2012;119(5):8390-901.

13. Palomaki GE, Kloza EM, Lambert-Messerlian GM, et al. DNA sequencing of maternal
plasma to detect Down syndrome: an international clinical validation study. Genet Med.
2011;13(11):913-20.

14. Thakuria JV, Zaranek AW, Church GM, et al. Back to the future: from genome to metabo-
lome. Hum Mutat. 2012;33(5):809-12.

I MUDr. Mdria Gerykovd Bujalkovd, PhD.
| Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP
Galvaniho 17/C, 821 04 Bratislava

maria.bujalkova@medirex.sk




