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Uvod

V lie¢be pacientov onkologickych ochoreni nastal vdaka technologickym pokrokom v
metddach molekulovej biolégie obrovsky posun. Predpoklada sa, Ze celogenédmova sekvendcia
nadorového tkaniva pomocou metdd sekvenovania novej generacie (NGS) sa do roku 2020 stane
sucastou rutinnej diagnostiky u pacientov s onkologickymi ochoreniami.

Podstatou nadorového ochorenia je nekontrolovatelné delenie maligne transformovanych
buniek. K malignej transformacii dochadza nasledkom nahromadenia mutdcii, ktoré vedu k zabraneniu
kontrolnych mechanizmov a nasledne nekontrolovatelnej proliferacii buniek. Aj vdaka vyskumu
v oblasti molekulovej biolégie nadorov sa podarilo vyvinit nové lieCebné postupy, tzv. cielend
protinddorovu lie¢bu. Prikladom lieku, ktory bol vyvinuty na zaklade molekulovych analyz nadoru je
tyrozin-kindzovy inhibitor imatinib (anti-EGFR) a monoklondlna protilatka trastuzumab (anti-HER2).
Farmaceutické spolo¢nosti venuju ¢oraz vacsie Usilie vyvoju novych liekov, ktoré by ovplyvnili signdlne
drahy nadorovych buniek asnaZia sa identifikovat genetické zmeny zodpovedné za rast a Sirenie
jednotlivych zhubnych nadorov a tak aj identifikovat, ktoré typy nddorov budi odpovedat na konkrétnu
lie€bu. Tento Specificky ,, personalizovany” pristup zlepSuje Sance pacientov na odpoved na liecbu a ich
progndzu. Personalizovana medicina je zalozena na principe, Ze pacienti s tou istou klinickou diagnézou
a genetickym ,,pozadim” by mali mozZnost dostat rovnaki odpoved na liecbu, kedZe pri vzniku
nadorovych ochoreni dochadza k roznym zmenam v gendme. Metddy molekulovej bioldgie a nimi
verifikované riadiace mutdcie sa zacinaju vyuzivat aj na nové tzv. molekulové klasifikacie nadorov.

Nami predloZeny text je rozdeleny do troch casti. V prvej su opisané zdklady molekulovej
bioldgie. Je ur¢ena hlavne pre tych, ktori si potrebuju obnovit aj zopakovat zakladné pojmy. V druhej
Casti je popisana molekulova patoldgia vybranych nddorovych ochoreni a v tretej ¢asti textu uvadzame
prehlad metdd pouzivanych v laboratdriu molekulovej bioldgie vyuZitelnych v klinickej praxi.

I. Zakladné udaje o Strukture a funkcii DNA

Johann Gregor Mendel, povaZovany za zakladatela genetiky, opisal zaklady dedi¢nosti este pred
objavenim chemickej Struktiry DNA (deoxyribonukleova kyselina). DNA molekula sa nazyva aj
molekulou dedi¢nosti. KaZdy Zijuci organizmus na Zemi od najmensej baktérie po velrybu uchovava
svoju genetickd informaciu v DNA. DNA molekula je obrovska. Keby sa vybrala DNA z jednej bunky, jej
dizka by bola viac ako priblizne 182 centimetrov. DNA molekula je pomerne stabilnd a odolnd a preto
sa zachovala po tisicky rokov napr. aj vo fosiliach mamuta. Struktira DNA bola popisana v roku 1953
Jamesom Watsonom a Francisom Crickom. Chemicka Struktira DNA je pomerne jednoducha. Je
zloZzend z troch hlavnych zloZiek: dusikatej bazy, deoxyribdzy a fosfatu (PO4>). Spojenie cukornej zlozky
a dusikatej bazy volame nukleozid. Po pripojeni fosfatu vznikd nukleotid. Kazdd DNA molekula
obsahuje tisice kopii Styroch dusikatych baz:

- adenin (A)
- guanin (G)
- cytozin (C)
- tymin (T)

RNA (ribonukleova kyselina) molekula obsahuje miesto tyminu dusikatd bazu uracil (U). RNA sluzi
v bunke ako posol prenosu informacii z DNA uloZenej v jadre do cytoplazmy.
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Obr. 1 Dusikaté bazy

Adenin a guanin patria medzi purinové dusikaté bazy. Nazov purin sa pouZiva v chémii na oznacenie
dusikatej heterocyklickej zlu¢eniny tvorenej kondenzovanym pyrimidinovym a imidazolovym kruhom.
Cytozin a tymin patria medzi pyrimidinové dusikaté bazy. Pyrimidin je heterocyklickd zlic¢enina, v ktorej
su atdmy dusika v pozicii 1 a3 v3estélennom kruhu. KedZe vsetky $tyri bazy maju prstencovitu
Strukturu, tak to im dava plochy tvar a umozriuje poskladat sa v retazci DNA podobne, ako ked'sa ulozia
na kopu mince do stipca. Na utvorenie nukleotidu je potrebné prichytenie pentézového cukru —
deoxyribdzy a zvysku kyseliny fosforecnej k dusikatej baze. Deoxyribdza je 5-uhlikovy cukor, odvodeny
od prekurzora ribdzy, vznikd nahradenim druhej hydroxylovej skupiny (2'0OH) atémom vodika (2'H).
V molekule RNA je namiesto deoxyribdzy ribdza.
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Obr. 2 Struktura ribézy a deoxyribdzy

Nukleotidy su zdkladné stavebné prvky DNA. Jednotlivé nukleotidy su pospajané fosfodiesterovou
vazbou avytvaraju polynukleotid. Vacsina molekdl DNA je tvorend dvoma komplementarnymi
antiparalelnymi vldknami DNA vytvarajucimi dvojzavitnicu. Na jednom konci sa nachadza zvySok
kyseliny fosfore¢nej (5’- koniec) a na druhom konci je hydroxylova skupina pentdzy (3’- koniec).
Fosfatové skupiny udeluji DNA molekule negativny naboj. Dusikaté bazy sa pdruju medzi sebou
pomocou vodikovych vazieb. Adenin sa v molekule DNA pdruje styminom av molekule RNA
s uracilom, ato dvoma vazbami. Guanin sa paruje s cytozinom, a to tromi vodikovymi vazbami. Tento
fenomén sa nazyva Watson-Crickove parovanie baz. Erwin Chargaff sa zaoberal sekundarnou



Strukturou nukleovych kyselin a formuloval tzv. Chargaffovo pravidlo, podla ktorého je pocet adeninov
v DNA rovnaky ako pocet tyminov a pocet cytozinov je taky isty ako pocet guaninov.
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Obr. 3 Parovanie baz

Primdrna Struktura DNA je uréena poradim nukleotidov. Poradie nukleotidov sa zapisuje v smere od
5‘konca ku 3’ koncu. Sekundarnu struktdru DNA tvori pravotocdiva dvojzavitnica (helix) zlozena z dvoch
komplementarnych vldken DNA. Retazce DNA v dvojzavitnici si antiparalelné. Jeden retazec je
orientovany v smere 5- 3’ a druhy retazec je orientovany v smere 3‘- 5. Dvojzavitnica DNA pripomina
svojou stavbou skrateny rebrik, kde jednotlivé schody rebrika predstavuju navzajom spojené bazové

pary.

vodikové vazby bz

cukor-fosfatova kostra

Obr. 4 DNA dvojzavitnica

Struktira dvojzavitnice a vodikové vizby medzi jednotlivymi bazami prispievaju k stabilite molekuly
DNA a na povrchu molekuly DNA tvoria dva Zliabky — velky a maly. Naj¢astejSim typom sekundarnej
Struktury DNA je B-DNA. B - forma je pravotociva dvojzavitnica, ktord ma priblizne 10 baz na jeden zavit.



A-DNA je opét pravotociva dvojzavitnica, avSak ta ma 11 komplementarnych parov baz na zavit. Z-forma
je lavotocCiva a ma 12 parov baz na zavit. DNA molekuly u prokarytov ale aj mitochondrii su cirkularne.

DNA prvykrét izoloval v roku 1868 $vajciarsky $tudent mediciny Johann Friedrich Miescher. Studoval hnis z obvéazov chorych
pacientov a zistil tu pritomnost nebielkovinovej latky. KedZe sa tato latka vyskytovala v jadre buniek nazval ju nuklein. Tym
pracovnikov vedeny kanadskym imunolégom Oswaldom Averym zistil v roku 1944, Ze genetickym materidlom buniek, nesticim
dedi¢nt informéciu je DNA. Struktiru dvojzavitnice DNA popisali v roku 1953 v ¢asopise Nature James Watson a Francis Crick,
ktori boli oceneni v roku 1962 za svoj objav Nobelovou cenou. Tito vedci vychadzali vo svojej praci z réntgenovych snimkov
anglickej biofyzicky Rosalind Franklinovej. Podla ndzoru niektorych odbornikov mala Nobelovu cenu ziskat aj ona. Tato
usilovna a v tej dobe nedocenena vedkyna bohuZial umrela vo veku 37 rokov na ovarialny karcindm. Na jej ochoreni sa mohla
podpisat aj dlhodobd expozicia rontgenovému Ziareniu, s ktorym pracovala v laboratériu.

DNA Replikacia

Komplementarita Aku T aG ku C je zakladom pre DNA replikaciu. Pri DNA replikacii dojde
najskor k rozpleteniu dvojvlaknového retazca DNA. Rozpletenie dvojzévitnice spdsobuje enzym
helikaza. Kazdé vlakno sluzi ako templat na syntézu nového retazca. Cely proces replikacie oznacujeme
ako semikonzervativny, kedZe kazda novo syntetizovana molekula DNA ma jeden retazec novy a druhy
retazec pochadza z pévodnej DNA molekuly. Bazy sa v novo vzniknutom retazci spajaju vodikovymi
viazbami a medzi jednotlivymi nukleotidmi sa utvaraju v rasticom retazci fosfodiesterové vazby
prostrednictom enzymu DNA polymerazy. DNA replikacia prebieha vsmere 5- 3 ak replikacii
dochdadza v mieste ozna¢ovanom ako pociatok replikacie. Syntéza jedného retazca DNA zacina z konca
retazca kratkej RNA molekuly oznacovanej ako primer. Syntézu kratkeho RNA retazca zabezpedluje
enzym primaza. Tento retazec oznacujeme ako veduci (tzv. leading). Syntéza tohto retazca prebieha
klasicky. Druhy retazec sa syntetizuje po malych Usekoch tzv. Okazakiho fragmentoch a oznacuje sa ako
oneskorujuce (tzv. lagging) vlakno. Kazdy Okazakiho fragment sa skladd zRNA primeru
a nasyntetizovaného DNA vldkna. Po nasyntetizovani Okazakiho fragmentov si RNA primery
odstranené a kratke vldkna sU pospdjané DNA ligdzou do suvislého retazca. Aby nedoslo znovu
k spojeniu rozpletenych viakien DNA, vldkna pomahaju drzat oddelené SSB proteiny. Obidve vldkna
DNA dvojzavitnice sltZia ako templat pre syntézu novosyntetizovanych retazcov. Napriek komplexnosti
celého procesu replikacie je tento proces rychly. U ¢loveka sa pocas replikacie nasyntetizuje za minutu
az 2000 baz. Nie je to teda prekvapujuce, Ze pocas replikacie moze vzniknut chyba. Priblizne kazda baza
z0 100 000 b3z je zaradend v novosyntetizovanom retazci zle. Nastastie DNA polymerazy maju korekénu
(tzv. proof-reading) aktivitu to znamena, Ze v smere 5-3‘ su schopné vystiepit a opravovit zle priradené
bazy. Ludsky geném ma dizku viac ako 3 miliardy bazovych parov. DNA nie je uloZena do jednej molekuly
ale do viacerych Usekov tvoriacich komplexy s proteinmi. M6Zzeme to porovnat k uloZeniu dat v pocitaci
na viacerych diskoch. Takisto informdacie DNA suU uloZené na viacerych jednotkach, ktoré nazyvame
chromozdémy. Ludska DNA je rozdelend do 23 parov chromozémov. Ak by replikacia prebiehala len na
jednom mieste v DNA molekule, trval by tento proces prili§ dlho. V skuto¢nosti tento proces trva
niekolko hodin, lebo replikacia prebieha na viacerych miestach sucasne. Pri replikacii linearnych
chromozémov predstavuju vyzvu konce chromozomov — teloméry. Pri replikdcii po odstraneni
terminalneho RNA primeru z oneskorujiceho sa vldkna vznikd precnievajuci jednovldknovy koniec. To
by mohlo viest k skracovaniu chromozému. RieSenim voci skracovaniu chromozdmov pri replikacii je
existencia enzymov — telomerdz. Tieto enzymy si RNA-dependentné DNA polymerazy, ktoré priddvaju
podla ich RNA-templatu DNA nukleotidy na precnievajice konce. U ¢loveka ma telomericka sekvencia
poradie nukleotidov TTAGGG. Telomeraza je aktivnha v embryondlnych v bunkdach. V diferencovanych
somatickych bunkach telomeraza aktivna nie je. Vysledkom je skracovanie koncov chromozémov po
kazdom kole replikacie. To je jednym z faktorov, ktoré limituju pocet deleni buniek, pred tym, ako bunka



zahynie. Skracovanie telomér pri kazdom deleni vedie k zastaveniu bunkového cyklu a indukuje
bunkové starnutie - senescenciu.

" leading" vldkno

RNA primer

'

A / Okazakiho fragment

v

smer pohybu

replikacnej vidlice " lagging" vldkno

Obr. 5 Replikdcia DNA

Chromatin

DNA vo vnutri kazdého jadra je vysoko kondenzovana a musi sa dokladne ,zbalit”, aby sa
zmestila do velmi malého priestoru. K pochopeniu naroc¢nosti, ako musi byt DNA v bunke zbalen3, si
mozno predstavit bunku ako gulovity Utvar, ktory by mal priemer 1 meter. A teraz do tohto priestoru
je potrebné umiestnit 46 dvojzavitnic DNA, ktoré maju sice hribku len 0,2 mm ale kazda je dlha
v priemere 4,8 km. Molekuly nukledrnej DNA su v komplexe s proteinmi a niekedy aj RNA molekulami.
Tento komplex sa nazyva chromatin. Chromatin md niekolko drovni zloZenia. Volné vldkno DNA
omotané na pozitivne nabité histdnové proteiny utvara 10 nm nukleozémy. Tato Struktura pripomina
koralky navlecené na Snurke a nazyva sa preto aj ,bead-on string”. Nukleozém je zadkladna Struktirna
jednotka chromatinu. Histénové jadro, okolo ktorého sa obtaca DNA, tvori osem histénovych proteinov,
dva z kazdého druhu H2A, H2B, H3 a H4. Okolo neho je navinuty retazec DNA dlhy 147 bazovych pérov.
Histdn H1 funguje ako svorka medzi jednotlivymi nukleozdmami. Histénové proteiny su bazické
proteiny s velkym obsahom argininu a lyzinu, maju kladny naboj a tym zaistuji pevnu vazbu s negativne
nabitymi fosfatovymi skupinami molekuly DNA. Nukleozomové vlakno DNA sa dalej staca podobne ako
telefénny kabel do 30 nm chromatinovych vldken, ktoré nazyvame solenoidy. 30 nm vlakno sa sklada
do sluciek, ktoré su pripevnené ku kyslym nehisténovym proteinom, ktoré tvoria proteinové lesenie
(tzv. protein scaffold). Dal$im skladanim tychto sluiek vznika interfazny chromozém. Jedna chromatida
je priblizne 700 nm hruba. Pocas interfazy vacsinou chromatin existuje v nezbalenom rozvolnenom
stave. Takyto transkripéne aktivny chromatin, ktory sa slabo farbi sa vold euchromatin. Niektoré casti
interfaznych chromozémov su silno kondenzované a farbia sa pri farbeni jadrovymi farbivami tmavsie,
nazyvaju sa heterochromatin. Predstavuju transkripéne neaktivne miesta. K maximalnemu skrateniu
a kondenzacii chromozémov dochadza v metafaze.
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Obr. 6 Kondenzacia chromatinu

Tok genetickej informacie — Centrdlna dogma

Zakladna dogma molekulovej genetiky oznacovana ako centrdlna dogma hovori o toku prenosu
genetickej informdacie z DNA do RNA a nasledne do proteinu. Dnes vSak uz vieme, Ze tento pohlad je
zjednoduseny, kedZe v genédme sa nachadzaju mnohé nekddujlce sekvencie ako repetitivna DNA alebo
sekvencie kddujuce ,,malé” RNA (small RNAs). Gén je sekvencia DNA nesuca informaciu pre syntézu
polypeptidového retazca na zaklade mediatorovej RNA (mRNA). Je to zdkladna jednotka dedi¢nosti.
Miesto uloZenia génu na chromozdme sa nazyva lokus. Varianty génu na molekulovej Urovni odliSujice
sa v DNA sekvencii lokalizované na identickom lokuse sa nazyvaju alely.
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Obr. 7 Tok genetickej informacie

Transkripcia

Proces prepisu genetickej informdcie z DNA do mediatorovej (po anglicky messenger - mRNA)
sa oznacCuje ako transkripcia. Niektoré gény sa exprimuju vo vSetkych bunkach a oznacujeme ich ako
housekeeping gény. Sem patria gény zohravajuce ulohu v replikdcii DNA alebo v bunkovom
metabolizme. Iné gény su zase exprimované len v urcitych vyvojovych stadiach alebo v odpovedi na
bunkové signdly. Génova expresia je regulovana proteinmi, ktoré aktivuju alebo inhibuju transkripciu.
Tieto DNA vazobné proteiny sa viazu na regulaéné oblasti génu a mdozu potlacat alebo aktivovat
transkripciu vazbou na promotor, ato tzv. upstream (pred génom) alebo downstream (za génom).
V oblasti £ 100 bazovych parov pred zaciatkom transkripcie génu je umiestneny prométor. Vacsina
promotorovych sekvencii obsahuje oblasti bohaté na bazy A a T, ktoré sa nazyvaju TATA box. Regulacné
sekvencie sa m6zu nachadzat v blizkosti prométora, alebo m6zu byt na pomerne vzdialenych miestach.
Tieto vzdialené regulacné sekvencie su zname ako enhancery.

Aktivatory alebo represory génovej expresie suU proteiny, ktoré su regulované vazbou
k Specifickym ligandom. V bunke sa vyskytuje aj mnoZstvo korepresorovych a koaktivatorovych
proteinov. Transkripcia za¢ina vdzbou RNA polymerazy na oblast promdtora. U ¢loveka su detekované
tri zakladné typy polymeraz, a to RNA polymeraza |, Il a lll. Typ | prepisuje ribozomalnu RNA (rRNA),
typ Il prepisuje transferovi RNA (tRNA) atyp Il zohrava ulohu v transkripcii Struktdrnych génov
a génov niektorych malych RNA. RNA polymerdza |l prepisuje gény kddujuce proteiny a gény kédujuce
niektoré RNA. Syntéza RNA retazca komplementarneho k molekule DNA prebieha v smere 5°- 3"
Vyslednd mRNA molekula je presnou képiou DNA molekuly (len namiesto tyminu sd v molekule RNA
baz uracily). Kratko po inicidcii transkripcie je 5’koniec RNA modifikovany 7-metylguanozinom, ktory
formuje ¢iapocku (tzv. cap). Ulohou &iapocky je chréanit 5'koniec mRNA pred Stiepenim exonukledzami.
Na 3’ konci sa odstiepi Cast sekvencie RNA a enzymaticky sa prida 100-200 adeninovych zbytkov. Vznika
poly-A koniec, stabilizujuci molekulu mRNA umoZiiujdcu jej transport do cytoplazmy.
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Obr. 8 Transkripcia (Upravené podla Korf B.R., Irons M.B. Human Genetics and Genomics. 2013, Wiley-
Blackwell, Sussex).

Transkrip¢nd jednotka génov obsahuje sekvencie, ktoré nie su prepisované do proteinu, tie nazyvame
intrény. Kédujuce sekvencie sa nazyvaju exény. Dizka niektorych exénov méze byt menej ako 100 bp,
zatial Co intrény su dlhé aj niekolko tisic bazovych parov. Pri posttranskripénej Uprave primarneho
transkriptu (RNA -vldkna) dochadza v priebehu procesu nazyvaného zostrih (v anglictine splicing)
k vystrihnutiu intrénov a pospajaniu povodne oddelenych exénov. Na 5’konci intrénu sa nachadza
dinukleotid GU oznacovany ako donorové miesto zostrihu ana 3’konci intrénu sa nachadza
dinukloeotid AG oznacovany aj ako akceptorové miesto zostrihu. Pred akceptorovym miestom zostrihu
sa nachadza v intréne aj miesto vetvenia zostrihu, oznafované v anglictine ako branching point. Zostrih
MRNA zabezpecuje komplex zloZeny z proteinov (U1, U2, U4, U5 a U6) a malych jadrovych RNA
(snRNA). Tieto ribonukleoproteinové castice snRNP sa vanglictine nazyvaju small nuclear
ribonucleoprotein particles. Ku splicingu dochadza po vazbe ribonukleoproteinového komplexu
k donorovému miestu zostrihu, miestu vetvenia zostrihu a ku akceptorovému miestu zostrihu. Najskor
sa k donorovému miestu zostrihu viaze U1 snRNP, po vazbe U2 snRNP ku miestu vetvenia zostrihu sa
nasledne naviaze komplex U4/U6 snRNP a U5 snRNP a spoji donorové miesto s miestom vetvenia
zostrihu. Vysledkom je vznik volného 3’konca exénu v oblasti pred donorovym miestom zostrihu,
tvorba lasovitej Struktiry z intrénu a rozStiepenie RNA v akceptorovom mieste zostrihu. Po odstrihnuti
intrénu v cyklickej lasovitej Struktire dochadza kjeho odburaniu aspojeniu exénov do finalnej
kodujucej sekvencie novo sa syntetizovanej RNA.
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Obr. 9 Splicing intrénov (Upravené podla Alberts B., Bray D., Johnson A. a kol. Zaklady bunécné
biologie. 2003, Espero)

Medzi posttranskripéné Upravy ovplyviiujlice génovu expresiu patri aj alternativny zostrih a editacia
RNA. Alternativny zostrih umoZiuje kddovanie viacerych proteinov jednym génom. Na tvorbu mRNA
su vyuZité rézne exony.

vystrinnutie exonu

exon

SPEE
s

alternativny splicing

Obr. 10 Vystrihnutie exénov. V druhom proteine bol pri alternativhom splicingu vynechany exén 2, ¢o
ma za nasledok vznik odlisného proteinu.
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Mikro RNA

Na posttranskripénej kontrole sa podielaju aj RNA molekuly. V [udskom gendme sa nachadza
niekolko stoviek génov, kédujlucich mikro RNA (miRNA) molekuly. Okrem miRNA, tRNA a rRNA patria
medzi nekddujice RNA aj mala interferujica RNA (siRNA - small interfering RNA), jadrovd RNA (snRNA
- small nuclear RNA) a mala jadierkovd RNA (snoRNA - small nucleolar RNA). Gény kédujuce miRNA su
transkribované RNA polymerazou Il. Prekurzorovd miRNA je modifikovand na 5’konci ¢iapockou a na
3’konci pridanim poly-A konca. Molekuly miRNA maju schopnost tvorit dvojvlaknové viasenky. Tieto
vldsenky Stiepi vjadre enzym Drosha na kratSie fragmenty. Tieto fragmenty su transportované do
cytoplazmy, kde ich dalej stiepi enzym Dicer. Vznikaju kratke dvojretazcové RNA oznacované ako siRNA
(small interfering RNA) . Molekuly siRNA sa viazu s proteinovym komplexom RISC (z anglického RNA-
induced silencing complex). Tento nukledzovy komplex sa po spojeni s siRNa aktivuje a degraduje
komplementarnu  mRNA alebo inhibuje transldciu komplementarnej pripadne Cciastocne
komplementarnej mRNA. RNA interferencia neslizi len na regulaciu génovej expresie, ale ma
vyznamnu Ulohu aj vimunitnej obrane organizmu voéi virusom. Utlm génovej expresie pomocou
kratkych fragmentov RNA oznacujeme ako RNA interferencia.

Za objav RNA interferencie dostali Andrew Fire a Craig Mello v roku 2006 Nobelovu cenu. Tito vedci robili experimenty
s Caenorhabditis elegans — malymi hlistovcom dlhym 1 mm. Pocas ich experimentov pozorovali, Ze tieto hlistovce mali zvlastne
trhavé pohyby. Takto postihnuté hlistovce majui takéto pohyby pri postihnuti génu kddujiceho bielkovinu déleZitd pre spravne
fungovanie svalov. Tito dvaja vedci pozorovali trhavé pohyby u tychto malych Cervikov napriek tomu, Ze zodpovedajuci gén
bol v poriadku. Vedci vsak gén pre tvorbu svalovej bielkoviny nechtiac umlcali vpichnutim kratkej dvojvlaknovej RNA. RNA
interferencia by mohla predstavovat nédej aj pre lie¢bu pacientov s onkologickymi ochoreniami.

Wﬁ’ pre-miRNA

Dicer
- -

ribonukleoproteinova
Ry + Castica

W My RISC s jednovldknovou
miRNA

RISC si vybera
+
eV ‘l’ %'%7* cielovi mRNA
Interferujiica miRNA
% sa paruje s mRNA

e T

L7/, P LS RISC zostal naviazany na
mRNA a zabranujc jcj
mRNA bola rozstiepena translacii

a degradovana

Obr.11 Mikro RNA
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Translacia

Posttranskripcne upravena (maturovand) mRNA je exportovana z jadra do cytoplazmy. Pocas
translacie sa informdcia zo sekvencie mRNA prepisuje do sekvencie aminokyselin rasticeho
proteinového retazca. Translacia prebieha na komplexoch zloZenych zribozomalnej RNA (rRNA)
a proteinov — ribozémov. Ribozdmy eukarytotickych organizmov, medzi ktoré patri aj ¢lovek, su zloZzené
z dvoch podjednotiek, velkej - 60S a malej - 40S podjednotky (S oznacuje Svedbergovu jednotku
pouzivanu na vyjadrenie sedimentacného koeficientu makromolekul pri stanoveni velkosti molekul
utracentrifugdciou). Ribozomy sa vbunke wvyskytuji volne v cytoplazme, alebo na povrchu
endoplazmatického retikula. Takéto endoplazmatické retikulum oznacujeme ako drsné. Transport
volnych aminokyselin v bunke pri translacii zabezpecuju molekuly transferovej RNA - tRNA. Molekuly
tRNA maju vo svojej sekvencii trojicu za sebou iducich baz - triplet, ktoré oznacujeme ako antikoddn.
Transferovd RNA ma tvar pripominajlci datelinovy trojlistok. Spravne zaradenie aminokyselin do
rasticeho polypeptidového retazca zabezpeluje parovanie medzi antikodénom akoddénom -
$pecifickou trojicou baz na mRNA. KedZe geneticky kdd je tripletovy, je mozné utvorit 64 kombinacii
nukleotidovych trojic. Geneticky kdéd je degenerovany, to znamena, Ze niektoré aminokyseliny su
kédované viacerymi tripletmi. Daldou vlastnostou genetického kédu je univerzalnost. To znamena, ze
jednotlivé kodény kéduju rovnaké aminokyseliny u takmer vsetkych organizmov. Poradie nukleotidov
v koddne uréuje, akd aminokyselina sa bude nachadzat v prislusnom mieste proteinu. Po vazbe tRNA
s dalSou aminokyselinou na susedny koddn dochadza medzi aminokyselinami k vzniku peptidovej
vazby. Citanie mRNA pocas translacie zacina od 5’konca. tRNA nestica metionin po vizbe na malu
podjednotku ribozdmu sa pomaly pohybuje od 5’konca po molekule mRNA az kym nenarazi na iniciacny
kodén AUG. Iniciatna tRNA sa viaze do P miesta na ribozome. PredlZovanie retazca sa zacina po
naviazani druhej tRNA s aminokyselinou do A miesta. Nasledne dochadza k tvorbe peptidovej vazby
medzi metioninom a prichadzajicou aminokyselinou a posunu ribozému o tri nukleotidy pozd{z mRNA.
tRNA bez naviazanej aminokyseliny sa z E miesta uvolni a tRNA sa presunie z A miesta do P miesta.
Pocas elongacie translacie sa neustale opakuju tri kroky: naviazanie tRNA s aminokyselinou do A miesta,
vznik peptidove]j vazby a nakoniec posun ribozomu o tri nukleotidy, tRNA bez aminokyseliny sa uvolni
do E miesta a tRNA z A miesta sa posunie do P-miesta. Syntéza proteinového retazca prebieha od N-
konca k C koncu. Proteosyntéza je ukoncenad, ked ribozém narazi na stop koddn (UAA, UGA alebo UAG).
Do A miesta sa naviaZze uvolfiovaci faktor, a C-koniec polypeptidového retazca sa z tRNA v P mieste
uvolni. Posttranslacné modifikacie, ako je napriklad glykozylacia, zacinaju prebiehat uz pocas translacie
a pokracuju po jej dokonceni.

DRUHE PISMENO

if C A G
11T Phe TCT TAT Tve TGT Cys T
T TTC FCC Ser TAC TGC el T
P TTA - TCA TAA Stop TGA Stop | A | R
R LILLS TCG TAG Stop TGG Trp | G| E
v CTT CCT CAT His CGT i T
E CTC CCC CAC CGC = |l
& Leu Pro Arg
CTA CCA CAA Gis CGA Al|E
P CTG CCG CAG CGG G
i ATT ACT AAT AGT il P
Asn Ser ;
S A ATC lle ACC Thr AAC AGC el |
M ATA ACA AAA AGA Al S
Lys Arg
E ATG Met ACG AAG AGG G| M
N GTT GCT GAT As GGT il E
(o) GTC GCC GAC i GGC C|N
G Val Ala Gly
GTA GCA GAA Glu GGA A|O
GTG GCG GAG GGG G

Obr.12 Geneticky kod
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Epigenetika

Epigenetické faktory ovplyviuju expresiu génov bez zmeny v sekvencii nukleotidov. Za urcitych
okolnosti su niektoré gény inaktivované stdle. Tato inaktivdcia génov je vysledkom chemickych
modifikacii, ktoré stabilizuji kondenzovanu konformadciu chromatinu a udrzuju gény v inaktivhom
stave. Jednym z epigenetickych mechanizmov je DNA metyldcia. Epigenetika sa uplatfiuje pri inaktivacii
chromozému X a génovom imprintingu. Epigenetické zmeny maju ulohu aj pri vzniku nadorovych
ochoreni. Pri DNA metylacii dochddza k pridaniu metylovej skupiny na cytozin v miestach oznacenych
ako CpG ostrovéeky pomocou enzymu DNA metyltransferazy. CpG dinukleotidy su ¢asto asociované s
promotorovymi oblastami génov. Metylacia v prométorovych oblastiach génov spdésobuje inaktivaciu
- umlcanie génovej expresie. Pri DNA metylacii dochadza k pripojeniu metylovej skupiny na 5’ uhliku
vo vnutri palindromatického dinukleotodu 5‘-CpG- 3’sekvencie. Na metylované miesta sa viazu
proteinové komplexy, ktoré odstrariuju acetylovd skupinu z histonov. Jednotlivé gény moézu byt
reverzibilne aktivované alebo reprimované (ich expresia je inhibovana). Ked u cloveka dochadza
k dedi¢nosti metylacie, nazyvame tento jav génovy imprinting. Pri dedi¢nej metylacii sa metyluje
nemetylované dcérske vlakno v hemimetylovanej DNA. Po oplodneni sa metylacny vzor vymaze
a nasledne je obnoveny po implantdcii embrya v maternici. Jednym z javov, kedy ma vyznam metylacia
cytozinu, je inaktivacia X chromozému. Je doleZita kvoli génovej kompenzacii davky X-viazanych génov.
Inaktivacia jedného z dvoch X chromozémov zabezpecuje, aby mali jedinci XX a XY priblizne rovnaké
mnozstvo génovych produktov odvodenych od chromozému X. K inaktivacii X chromozému dochadza
v skorych stadiach vyvoja embrya, ked'md embryo 100-200 buniek. Tato inaktivacia je trvald a ndhodna.
Inaktivovany X chromozém obsahuje kondenzovany chromatin a mozno ho pozorovat pocas bunkového
cyklu farbenim v interfaze ako tzv. Barrovo teliesko, ktoré je v mikroskope viditelné ako hrudkovité
teliesko. Iniciacia inaktivacie X chromozému je kontrolovana z regulacnej oblasti oznacovanej ako X-
inaktivacné centrum. V tejto oblasti sa nachddza gén Xist , ktory je exprimovany na jednom z dvoch X
chromozémov. Gén Xist kéduje RNA dlhu 25 kb, ktora nie je translatovana do proteinu, ale viaZe sa na
miesta pozdi# X chromozému. Nasledne dochadza k metylacii CpG ostrovéekov a deacetylécii histénov.
Nahodna inaktivacia X chromozédmu ma napr. za nasledok cCierno a oranzovo zafarbené oblasti srsti u
trojfarebne zafarbenych maciek. Za normalnych okolnosti mame z kazdého génu dve kdpie, jednu
maternalnu a jednu paterndlnu. Genomicky imprinting je proces, pri ktorom dochadza k umlcaniu
expresie konkrétnej rodi¢ovskej alely v somatickych bunkach potomstva podla pohlavia. Dedi¢nost
Limprintu“ (metylaéného otlacku o informacii, ktory gén sa bude exprimovat, alebo bude jeho
transkripcia inaktivna) je ovplyvnena pohlavnou 3Specifitou. To znamend, Ze je exprimovana len
materskd alebo otcovska alela. K vytvoreniu imprintu dochadza v priebehu meiotického delenia alebo
tvorby gamét. Genomicky imprinting sa v potomstve u oboch pohlavi realizuje rovnako. To znamen3,
Ze ak mame gén, ktory je utimeny na maternalnych chromozédmoch, tak v potomstve u vietkych dcér
asynov bude tento gén utlmeny na materndlnych chromozédmoch a aktivny na paternalnych
chromozémoch. Vzygéte dochadza knovym vztahom medzi paterndlnymi a maternalnymi
chromozédmami a metylaény ,imprint” - otlacok je v germinalnych bunkach vymazany. Metylacia
cytozinu na 5-metylcytozin neovplyviuje replikaciu DNA, ale len expresiu génu. Genomicky imprinting
moze mat na Cloveka aj negativne Ucinky, napr. uplatriuje sa pri vzniku Angelmanovho a Prader-Williho
syndrédmu. Gény zodpovedné za vznik tychto syndrémov, su lokalizované na dlhom ramienku
chromozému 15 v oblasti 15q11-q13. Okrem mikrodelécie a uniparentalnej dizomie spdsobuju tieto
ochorenia aj defekty vimprintingu. U pacientov s Angelmanovym syndromom sa v priblizne 70%
vyskytuje delécia materndlneho useku 15g11-q13. Otcovsky gén, ktory je imprintovany a metylovany
sa nemdze exprimovat afunkéne prejavit. Priznakmi Angelmanového syndromu sd mentélna
retardacia, nemotornd chédza, pouchy spanku. Anglicky ndzov tohoto syndromu znel ,happy
puppet” (Stastna babka). V pripade pacientov s Prader-Williho syndrémom ide o podobnu situdciu,
avsak imprintované alely si materndlne. Priznaky tohoto ochorenia si mentalna retardacia, nizky
svalovy tonus, poruchy spravania a ucenia, obezita a hypogonadizmus.
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Organizacia ludského genému

Ludsky genédm je zloZzeny z DNA pozostavajicej z 3,2x10° bazovych pdrov. Prekvapujuce je, ze
len 1,2% nasej DNA kdéduje proteiny. Aj ked zvySok DNA nekdduje Ziadne proteiny, tak aj tdto proteiny
nekddujica DNA je v bunke dolezitd. Tvoria ju aj regulaéné sekvencie, ako su prométory a enhancery,
ako aj sekvencie kddujuce regulacné elementy pracujice na urovni RNA. Niektoré z tychto RNA génov,
ako napriklad gény kdédujuce ribozomalnu RNA (rRNA) a transferovd RNA (tRNA), boli zname desiatky
rokov. Okrem tychto génov maju v bunke obrovsky vyznam aj gény kddujuce RNA, lebo mnohé z tychto
RNA molekdl majua v bunkach regulaént funkciu. Ludsky gendm obsahuje aj vela repetitivnych sekvencii
a niektoré z nich su dolezité v centromérach a telomérach.

Komplexny pohlad na nas geném umoznil Projekt ludského gendmu (Human Genome Project).
Cielom tohto projektu bolo urcit Gplni nukleotidovi sekvenciu ludskej DNA a lokalizovat a identifikovat
jednotlivé gény. Pred objavenim technoldgie sekvenovania bolo urcenie lokalizacie jednotlivych génov
pomerne ndrocné. Sekvenovanie ludského gendmu prebiehalo na automatickych sekvenatoroch a
vysledky boli nasledne analyzované pomocou pocitacovych programov, ktoré vyhladavali a
identifikovali jednotlivé gény. PodrobnejSie bude technoldgia sekvenovania popisand v dalsich
kapitolach. V ¢ase zacatia prac na projekte fudského gendmu precital jeden automaticky sekvenator
1500 sekvencii s priemernou dizkou 1000 bazovych parov za 24 hodin. Na tomto projekte pracovalo
spolu vela laboratdrii, sekvenatory bezali 24 hodin denne a napriek tomu trval cely projekt 15 rokov.

Ludsky gendm je tvoreny genetickou informaciou zakédovanou v 25 odlisSnych DNA molekulach.
V bunkovom jadre sa nachadza 23 linedrnych molekul ak sa jedna o Zenské pohlavie a 24 linearnych
molekul v pripade muzského pohlavia. Chromozédmy X a Y sa nazyvaju gonozémy a urcuju pohlavie.
Ostatnych 22 chromozémov voldme autozédmy. V somatickych bunkach cloveka su chromozémy
usporiadané do pérov. Bunky s dvoma sadami chromozémov su diploidné. Jeden chromozém je od otca
a druhy od matky. Ak ide o jedinca Zenského pohlavia, tak v jadre somatickych buniek sa nachadza spolu
s autozémami aj par dvoch chromozémov X. V pripade muzského pohlavia je okrem 22 parov
homologickych chromozémov pritomny jeden chromozém X a jeden chromozém Y.

Kdédujuce oblasti si bohaté na bazy cytozin a guanin, v repetitivnych nekddujucich oblastiach
sa vyskytuje prevaine adenin a tymin. Okrem génov sa v [ludskom gendme vyskytuju aj pseudogény.
Pseudogény su inaktivne verzie génov, ktoré stratili funkciu v désledku duplikacie a ndslednej mutacie
v priebehu evolucie. Sekvencia pseudogénu je sice podobna génu, avsak nekdéduje funkény produkt.
Procesované pseudogény vznikaju reverznou transkripciou mRNA, a ndsledne integraciou ssDNA kdpie
naspat do gendmu. Minimalne 50% ludského gendmu predstavuju repetitivne sekvencie. Repetitivne
sekvencie rozdelujeme do viacerych podskupin. Kratke tandemové repeticie (z angl. short tandem
repeats — STR) su tvorené opakovaniami zlozenymi z dvoch, troch alebo styroch nukleotidov, ktoré sa
opakuju. Prikladom takejto repeticie méze byt sekvencia GTGACACACACACACACATGC, v ktorej sa
dinukleotid CA opakuje sedemkrat. Kratke tandemové repeticie sa oznacuju aj ako mikrosatelity.
V gendme sU pomerne ¢asté a maju vyuZitie aj ako genetické markery. Dal$im typom repetitivnych
sekvencii st minisatelity. Tu je dizka sekvencie, ktora sa opakuje desiatky a# stovky krét v rozsahu 14-
100 bazovych parov. Tieto repeticie sa vyskytuju v centromerickych a subtelomerickych oblastiach
chromozdémov. Tieto Useky nazyvame aj VNTR ( z angl. variabile number of tandem repeats) - variabilny
pocet tandemovych opakovani. Dal$im typom repeticii si LCR repeticie tvoriace 5% genému. LCR
repeticie (z angl. low-copy repeats) su repeticie s nizkym pocétom opakovani, nazyvané aj segmentové
duplikacie. Tie su definované ako subor sekvencii dlhych minimdlne 1 kilobazu so sekvenacnou
homoldgiou viac ako 95%. Niektoré segmenty mozu mat dizku stovky a7 tisice bazovych parov. Na
segmentové duplikacie si bohaté oblasti nachadzajlce sa v blizkosti telomér a centromér. Na tieto
repeticie je bohaty aj chromozém Y, kde tvoria tieto oblasti viac ako 25%. Dal$ou skupinou repetitivnych
sekvencii su rozptylené repeticie. Tieto opakovania sa vyskytuju v réznych castiach gendmu v ramci
jedného alebo viacerych chromozémov. Rozptylené repeticie oznacujeme aj ako mobilné genetické
elementy alebo transpozémy z anglického transposable elements, lebo st schopné premiestriovat sa
v gendme z miesta na miesto. Rozptylené repeticie rozdelujeme na Styri podskupiny: LINE, SINE, LTR
a DNA transpozony.
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LINE (z angl. long interspersed nuclear elements, t.j. dlhé rozptylené jadrové elementy) su
useky DNA dlhé 6 — 8 kilobaz (kb). Obsahuju vdazobné miesto pre RNA polymerazu Il a koduju dva
proteiny. Jednym z proteinov je reverzna transkriptaza, ktora prepisuje RNA do DNA. LINE sekvencia je
transkribovana do RNA, ktord sa po prepise premiestni do cytoplazmy a tu dochadza k transldcii tejto
RNA sekvencie. Proteiny vzniknuté po translacii sa naviazu na RNA, s ktorou sa premiestnia naspat do
jadra. Tato RNA potom reverzna transkriptaza prepiSe do DNA. Prepisand DNA sa moze vélenit do
gendmu. Tato technika Sirenia transpozénov sa nazyva aj ,copy and paste”. LINE sekvencie sa
nachadzaju v oblastiach euchromatinu bohatych na bazy adenin atymin. Vludskom genéme sa
nachdadza priblizne 850 000 LINE sekvencii a tvoria 21% gendmu.

SINE (z angl. short interspersed nuclear elemets) su Useky DNA dlhé 100-400 bp. Na
kopirovanie pouzivaju SINE elementy reverznu transkriptazu LINE elementov. Ludsky gendm obsahuje
1,5 milidna SINE sekvencii. Hlavnou rodinou SINE su Alu elementy (ich ndzov je odvodeny od toho, Ze
obsahuju restrikéné miesta pre Stiepenie restrikénou endonukledzou Alul). Suéastou SINE je prométor
RNA polymerazy Il odvodeny vo vacsine pripadov z tRNA génov.

LTR sa nazyvaju aj LTR retrotranspozény. Predstavuju neaktivnu DNA retrovirusov a svojim
zloZenim pripominaju retrovirusy. Tieto elementy obsahuju LTR (z angl. long terminal repeats, t.j. dlhé
termindlne repeticie) a gény gag a pol charakteristické pre retrovirusy. Gén pol kdduje reverznu
transkriptazu. LTR sekvencie tvoria 8% ludského gendmu.

Poslednou skupinou rozptylenych repeticii s DNA transpozény. DNA transpozdny funguju
podobne ako bakteridlne transpozény. V DNA transpozdénu sa nachddza aj sekvencia kédujlica enzym
transpondzu, ktora je schopna sa viazat k obidvom koncom DNA transpozénu tvorenymi obratenymi
repeticiami. Obratené repeticie s schopné tvorit vldsenkovu Struktdru. Enzym transponaza vystiepi
transpozén z gendmu a potom ho vlozi do iného miesta v gendme. Takymto sposobom ostdva pocet
DNA transpozonov stabilny. Mechanizmus pohybu DNA transpozénu vynat - vloZit sa v anglictine
nazyva ,,cut and paste”. V ludskom genéme sa ich vyskytuje priblizne 300 000. Transpozény nie su len
parazitické sekvencie v gendme, ale su aj zdrojom genetickej rozmanitosti, maju dolezitu rolu v evolucii
pri vzniku novych génov. Niektoré transpozony obsahujice promdtory mdzu zmenit Groven expresie
susedného génu, do ktorého blizkosti sa dostanu. Okrem jadrového gendmu sa v bunkdch nachadza aj
mitochondridlny gendm. Mitochondridlny gendm ma dizku 16 569 bazovych péarov aje tvoreny
dvojvlaknovou kruhovou molekulou DNA. Kéduje 37 génov. Trinast génov kdduje bielkoviny, 22 génov
koduje tRNA a 2 gény kéduju rRNA. Proteiny kédované mitochondrialnym gendmom sa podielaju na
oxidativnej fosforylacii. Mitochondrie maju vlastny replikacny, transkripény a translaény aparat.
Mitochondridlny gendm sa dedi materndlne vyhradne z matky na potomstvo.

Bunkovy cyklus

Bunkovy cyklus je sled dejov, ktorymi vznikaju zjednej bunky bunky dve. ModzZe byt
morfologicky rozdeleny do pripravnej fazy (interfazy) a bunkového delenia (mitdzy). Interfaza
pozostdva z G1, S a G2 fazy a mitdza sa sklada z profazy, metafazy, anafazy a telofazy. Bunkovy cyklus
a prechod medzi jednotlivymi fazami je prisne regulovany. G1 faza je najdlhSou fazou bunkového
cyklu. Prebieha tu syntéza vSetkych typov RNA v jadre, v cytoplazme prebieha proteosyntéza a bunka
rastie. G je z anglického vyrazu gap, t.j.medzera. V G1 faze v bunke dochadza aj k opravam DNA
molekul poskodenych mutaciami. Reparaéné mechanizmy maju obrovsky vyznam, aby zaistili prenos
neposkodenej genetickej informdcie do dcérskych buniek. V tejto faze sa nachddza aj restrikény bod
GO. GO fazu oznacujeme aj ako kludové stddium bunkového cyklu. V tomto $tadiu bunkového cyklu
bunka plni svoje zakladné funkcie a udrzuje bazalny metabolizmus. GO faza moze byt rézne dlhg,
pricom niektoré bunky ostanu v GO faze az do konca ich bunkového Zivota. V S faze oznacovanej
synteticka faza sa replikuje DNA a v cytoplazme sa syntetizuju histony. Obsah DNA sa replikaciou zdvoji.
V G2 faze sa syntetizuju proteiny potrebné pre nasledujicu mitézu. Bunka dalej rastie a prebieha
proteosyntéza. Vo zvySenej miere sa syntetizuje tubulin a dalSie proteiny potrebné pre tvorbu
mitotického aparatu. V G2 faze prebieha aj kontrola ukoncenia DNA replikacie pred vstupom do
mitotickej fazy. V mitdéze dochadza k rozdeleniu jadra arozdeleniu bunky (cytokinéze). V profaze
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zanikd jadrovy obal ajadierka, tenké nitkovité chromozémy sa postupne skracuju ahrubnu a
z centrozémov vyrastaju mikrotubuly deliaceho vretienka. Centrozémy sa lokalizuju na péloch bunky
a su tvorené dvomi centriolami. V zavere profdzy sa vlakna deliaceho vretienka - mikrotubuly pripajaju
k centroméram chromozédmov. V metafaze si chromozdmy maximalne kondenzované a usporiadané
do ekvatoriadlnej roviny. V anafaze sa vldkna deliaceho vretienka postupne skracuju. Chromatidy
chromozdémov sa oddelia a presuvaju sa k opaénym pdélom bunky. Tento proces zabezpecuje prenos
genetickej informacie z materskej bunky do buniek dcérskych. V telofaze sa chromozémy predlzuju
a dekondenzuju, dochdadza k rozpadu deliaceho vretienka. Okolo chromozdémov sa tvori jadrovy obal
atvori sa aj jadierko. Po skondeni telofazy nasleduje samotné rozdelenie bunky, uz spominand
cytokinéza.

Na prechody medzi jednotlivymi fazami bunkového cyklu dohliadaju tzv. kontrolné body (z
angl.checkpoints). Tieto kontrolné body funguju ako senzory v bunke detekujlice poruchy v syntéze
DNA asegregdacii chromozémov. Ked kontrolné body detekuji poskodenie, prostrednictvom
signalnych mechanizmov déjde k zastaveniu bunkového cyklu, pokial nedéjde k opraveniu poskodenia.
DNA poskodenia aktivuju proteiny ATM (z angl. ataxia telangiectasia mutated) a ATR (z angl.
ataxiateleangiectasia and Rad3-related). Aktivacia tychto proteinkindz spOsobuje aktivaciu
transkripéného faktora p53. P53 stimuluje transkripciu proteinu p21, ktory sa viaZe a inhibuje G1-S/Cdk
komplex a S/Cdk komplex a zastavi replikaciu DNA, kym neddjde k opraveniu poskodenej DNA. ATM
a ATR okrem toho aktivuju proteiny, ktoré inhibuju mitotické cykliny a zabranuju bunke s poSkodenou
DNA vstlpit do mitézy. Ak je poSkodenie také vaine, Ze uz nie je mozné ho opravit, spusta sa
programovana bunkova smrt — apoptéza. Pri poruchach kontrolnych bodov by bunke hrozila
akumuldcia mutacii a strukturalnych aberacii, ¢o by mohlo mat za néasledok vznik nddorovej bunky.
Bunkovy cyklus je v jeho réznych fazach riadeny cyklin-dependentnymi kinazami (Cdk). Ich ¢innost je
riadend viacerymi aktivatormi, ako su cykliny a inhibitormi. Cykliny su proteiny, ktorych koncentrdacia
sa v priebehu bunkového cyklu cyklicky meni. Dereguldcia bunkového cyklu méze sposobit
nekontrolovatelnd proliferaciu a vznik rakoviny. Cyklin-dependetné kinazy funguju, ako uz ich
oznacenie napoved3, len vtedy, ked sa na ne naviaze regula¢nd podjednotka zndma ako cyklin. Cykliny
su syntetizované a degradované v ré6znych fazach bunkového cyklu. U ¢loveka sa nachadza 13 lokusov
kédujacich Cdk a 25 lokusov kédujucich cykliny. Na regulacii bunkového cyklu sa podielaju len niektoré
z nich. S to tri interfazne Cdk (Cdk2, Cdk4 a Cdk6), mitotickd Cdk1 a desat cyklinov patriacich do 4
roznych typov (A, B, D a E cykliny). V G1 faze st doélezité cykliny D (D1, D2 a D3), ktoré sa viazu na Cdk4
a Cdk6. Vazbou cyklinov na tieto cyklin-dependentné kinazy dochadza k fosforylacii proteinu Rb, ¢im
sa uvolnuju z inhibicie transkripéné faktory. To vedie k inicidcii expresie cyklinov E a A, ktoré sa viaZu
a aktivuju CDK2 a iniciuju syntézu DNA. Po skonceni S fazy sa akumuluju mitotické cykliny A a B a bunka
vstupuje do mitdzy.

Meidza je bunkové delenie, pri ktorom dochadza k tvorbe pohlavnych buniek — gamét
s haploidnym poctom chromozdémov. Meidzu mdéZzeme charakterizovat ako dve po sebe idlce
mitotické delenia. Prvé, ktoré sa oznacuje ako heterotypické, sa sklada z profazy I, metafazy |, anafazy
| a telofazy I. Profaza | sa sklada z piatich stadii. V prvom $tadiu, oznacovanom ako leptoténne Stadium,
dochadza ku kondenzacii vldknitych chromozémov. Druhé $tadium sa nazyva zygoténne. V tomto
$tadiu sa homologické chromozédmy spajaju do paru a vytvaraju tzv. bivalenty. V pachyténnom stadiu
sa chromozomy dalej Spiralizuju a vytvdraju Stvorchromatidovy komplex oznaceny ako tetrada.
V priebehu pachyténneho Stadia dochdadza k tzv. crossing-over, kedy si chromozémy moéZu navzdjom
vymienat geneticky material. V diploténnom $tadiu sa tetrddy chromatid postupne rozostupuju,
zostavaju vsak v kontakte v miestach prekrizenia. Tieto prekrizenia mdzeme pozorovat ako tzv.
chiazmy. V diakinéze dochadza krozpadu jadrového obalu, chromozédmy sa pohybuji smerom
k ekvatorialnej rovine, kolmej na os deliaceho vretienka. Po¢as metafazy | sa tvori deliace vretienko.
Spdrované chromozémy sa zoskupuju do ekvatoridlnej roviny, zanika jadierko. V anafaze | dochadza
k oddeleniu bivalentov v désledku skracovania mikrotubulov deliaceho vretienka. Pofet chromozémov
sa pocas tohto deja redukuje, kedZe ku kazdému pdlu bunky je pritahovany iba jeden chromozém
z homologického chromozomového paru. Vtelofaze |dochadza krozpadu deliaceho vretienka,
dekondenzacii chromozémov, obnove jadrového obalu a oddeleniu dcérskych buniek. V porovnani
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s mitotickym delenim s chromozémy v telofaze | tvorené dvomi chromatidami. Druhé meiotické
delenie sa nazyva aj homeotypické delenie. Toto delenie je analdgiou mitdzy. V porovnani s mitézou
su vsak jej vysledné produkty haploidné a nie su geneticky identické. V profaze Il sa chromozdémy
kondenzuju, vznikd deliace vretienko. V metafaze Il sa chromozédmy usporaduivaju do ekvatoridlnej
roviny. V anafdze Il sa sesterské chromatidy oddelia a putuju k opacnym pdélom bunky. V telofaze Il sa
tvoria jadrové obaly, chromozémy sa despiralizuju a dochadza k deleniu buniek - cytokinéze.
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Obr. 13 Bunkovy cyklus (upravené podla Korf B.R., Irons M.B. Human Genetics and Genomics. 2013,
Wiley-Blackwell, Sussex).

Apoptoza

Nazov apoptdza pochadza z gréckeho slova apoptosis, ktoré v gréctine oznacovalo padanie
lupeniov z kvetov, alebo opaddvanie listov zo stromov na jesen. Apoptdza eliminuje v tele bunky
neziaduce, alebo zmenené patologicky. Apoptdzu prvykrat opisal ako proces vyzadujici aktivhu Géast
odumierajucej bunky australsky patoldg John. F Kerr. Apoptdza sa oznacuje aj ako programovana smrt
bunky, pricom v kontraste k nekréze predstavuje fyziologicky proces. Nekrdza a apoptdza sa od seba
lisia aj morfologicky. Pri nekréze dochadza k strate integrity plazmatickej membrany, naruseniu jadra,
degraddcii vnutornych organel, ale bunky ostavaju intaktné aZz do ich zaniku prasknutim. Pri apoptdze
sa integrita plazmatickej membrany neporusi a jadrovy chromatin je kondenzovany a fragmentovany,
rovnako sa neporusi integrita vnutornych organel a formuju sa tzv. apoptotické telieska a bunka sa
zmensuje. Mechanizmus apoptdzy bol prvykrat objasneny vedcami Studujlcimi ¢erva Caenorhabditis
elegans. Zistili, Ze vtomto organizme sa z 1090 somatickych buniek 131 buniek odstrani apoptdzou.
Analyza tychto 131 buniek ukdazala, Ze tieto bunky su naprogramované ktomu, aby zanikli
v konkrétnych casovych Usekoch embryondlneho vyvoja. Pocas vyvoja a starnutia sliZi apoptdza na
udrzanie homeostazy poctu buniek v tkanivach. Apoptdza mbze byt pre bunku aj suc¢astou imunitnej
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reakcie, ktorou sa organizmus chrani voci poskodeniu. RozliSujeme dve apoptotické drahy: vonkajsiu
signalnu cestu, spustenu vonkajsimi stimulmi, alebo vnutornu cestu, iniciovand vnutrobunkovymi
signalmi. Vo vonkajsej signdlnej ceste zohrdvaju zasadnu funkciu receptory patriace do rodiny TNF (TNF-
tumor nekrotizujuci faktor z anglického tumor necrosis factor). Clenovia rodiny TNF receptorov
obsahuju cytoplazmaticki doménu tvorend priblizne 80 aminokyselinami bohatd na cysteiny
oznacovanu aj ako tzv. doménu smrti (z angl. death domain). Domény smrti maju dolezitu ulohu pri
prenose signalu do bunky. Medzi najznamejsie popisané dvojice ligandu a receptoru patria FasL/FasR,
TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 a Apo2L/DR5. Po vazbe Fas ligandu na Fas receptor dochadza
k naviazaniu adaptorového proteinu FADD. Vazba TNF ligandu na TNF receptor indukuje naviazanie
adaptorového proteinu TRADD s FADD a RIP. FADD viaZe vdaka dimerizacii domény smrti prokaspazu 8
a formuje signalny komplex indukujici smrt (DISC — z angl.death signal inducing complex). Tento DISC
komplex mbze nasledne aktivovat enzymy prokaspazy, ako je napriklad prokaspaza - 8, ktoré
proteolyticky konvertuju na kaspdzy. Po aktivacii kaspdzy 8 dojde k spusteniu apoptdzy. Kaspaza 8 mbze
spustat apoptotickd drahu aj cez mitochondrie $tiepenim molekdl Bid. Bid protein patri do proteinov
rodiny Bcl-2 (B bunkového lymfému-2). Skratena forma proteinu Bid sa translokuje do mitochondrii
a aktivuje proapoptotické proteiny Bax a Bak. Apoptéza mébze byt inhibovana proteinom c-FLIP, ktory
sa viaze na FADD a kaspazu-8 a spOsobi, ze tieto proteiny nemdzu vykonavat svoju funkciu. Prikladom
dalSieho proteinu, ktory je schopny inhibovat vonkajsiu apoptoticku signalnu cestu, je protein Toso.
Spustenie vnutornej signalnej apoptotickej drahy moze byt indukované deprivaciou rastovych faktorov,
horménov a cytokinov. Dal$imi faktormi, iniciujicimi tuto signalnu drahu, st ionizujlce Ziarenie, toxiny,
hypoxia, hypertermia avolné radikdly. VSetky spominané stimuly sp6sobuju zmeny vnuatornej
mitochondrialnej membrany. Vysledkom je zvy$ena priepustnost mitochondridlnej membrany cez jej
pory, strata transmembranového potencidlu a dvoch hlavnych skupin pro-apoptotickych proteinov do
cytosolu - (termin cytosol sa Casto zamiena sterminom cytoplazma, cytoplazma oznacuje celé
vnutrobunkové prostredie vratane organel, kym cytosol oznacuje len tekutt cast tohto prostredia bez
organel). Do prvej skupiny pro-apoptotickych proteinov patria cytochrom c, Smac/DIABLO a serinova
protedza HtrA2/Omi. Tieto proteiny aktivuju na kaspaze zavisli mitochondridlnu signdlnu drahu.
Cytochrdm c sa viaZe a aktivuje apoptoticky faktor aktivujlci protedzy (Apaf-1) a prokaspdzu-9 a vytvori
komplex nazyvany apoptozédm. Toto zoskupenie spominanych proteinov vedie aj k aktivacii samotnej
kaspazy 9. Apoptdzu podnecuju aj proteiny Smas/DIABLO a protedza HtrA/Omi. Tieto proteiny su
schopné inhibovat IAP (z angl. inhibitors of apoptosis proteins) molekuly potladujice apoptézu. Druhu
skupinu pro-apoptotickych proteinov tvoria proteiny AIF, endonukledza G a CAD. Tieto proteiny sa
uvolfuju relativne neskoro, az v obdobi, ked' je bunka odsudena k apoptdze. AIF protein translokuje
(premiestni sa) do jadra a v nom sposobuje kondenzaciu chromatinu a fragmentaciu DNA na 50-300 kb
dlhé useky (stadium ). Do jadra translokuje aj endonukledza G, ktora Stiepi jadrovy chromatin na kratke
DNA oligonukleotidy. AIF a endonukledza G nie su zavislé na kaspazach. Proteinom, ktory je uvolneny
z mitochondrie a translokuje do jadra, je aj protein CAD. Tento protein po translokdcii do jadra aktivuje
kaspazu 3 a dochadza k dalSej fragmentacii DNA a vacsej kondenzacii chromatinu oznacovanej ako
Stadium Il. Kontrola a regulacia apoptdzy je zabezpecovana proteinmi rodiny Bcl-2. Tieto proteiny mézu
byt pro-apoptotické aj anti-apoptotické. Medzi anti-apoptotické proteiny patria napriklad Bcl-2, Bcl-x,
Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w a BAG. Pro-apototické proteiny proteiny su Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik
a Blk. Proteiny rodiny Bcl-2 reguluju apoptdzu uvolnenim cytochrdému c z mitochondrie cez zmenu
mitochondridlnej permeability. Pro-apoptoticky protein Bad je asociovany s fosfoserin viazicim
proteinom 14-3-3. Ak je Bad protein fosforylovany, tak je viazany so 14-3-3 proteinom. Po jeho
defosforylacii tento protein translokuje ku mitochondrii a uvolni cytochrom c. Bad méze dimerizovat s
Bcl-XI alebo Bcl-2 a inhibovat ich Gc¢inok. Medzi pro-apoptotické patria aj proteiny Puma a Noxa. Puma
zohrdva Ulohu v p53 sprostredkovanej apoptdze. Zvysena expresia Puma zvySuje expresiu proteinu Bax,
dojde kjeho konformacnej zmene, translokacii do jadra auvolnheniu cytochromu c. P53
sprostredkovanu apoptézu ovplyviiuje aj protein Noxa. Tento protein aktivuje kaspdzu 9 jeho
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interakciou s proteinmi rodiny Bcl-2 na mitochondridlnej membrane. KedZe proteiny Puma aj Noxa su
indukované proteinom p53, mo6zu byt tiez odpovedou na genotoxické poskodenie alebo onkogénnu
mutdciu. Mutdacie v géne p53 su v nadorovych bunkach u ludi pomerne €asté. Daldou apoptotickou
drahou, ktorou zabijaju cielové bunky cytotoxické T lymfocyty a NK bunky, je perforinova/granzymova
draha. Bunky su zabijané vonkajSou apoptotickou signalnou drahou prostrednictvom Fasl/FasR
interakcie, rovnakou drahou su zabijané aj bunky infikované virusom a nadorové bunky. Z cytotoxickych
T lymfocytov a NK buniek je uvolfiovany perforin. Perforin vytvara péry na cielovych bunkach. Obsah
cytoplazmatickych granul, ktorych najdolezitejSimi zlozkami sd granzym A a granzym B, sa dostanu do
lymfocytov. Granzym B Stiepi proteiny na aspartatovom zvysku a tym aktivuje prokaspdazu 10, Stiepi
anti-apoptotické faktory ako je napriklad ICAD (z angl. Inhibitor of Caspase Activated DNase). Granzym
B je schopny stiepit aj protein Bid a indukovat uvolnenie cytochrému c z mitochondrii. Okrem toho
mbze tiez priamo aktivovat Stiepenim kaspazu 3, ¢o ma za nasledok aktivaciu apoptdzy. Granzym A je
tiez dolezity v apoptdze indukovanej cytotoxickymi T lymfocytmi a aktivuje signalne drahy nezavislé od
kaspaz. Granzym A mdZe aktivovat jadrovi DNA stiepenim pomocou DNazy NM23-H1. Tato DNaza je
inhibovana proteinom SET, ktory okrem inhibicie NM23-H zohrdva ulohu aj v oprave DNA a udrziavani
chromatinovej Struktury. Granzym A protedza Stiepi SET protein a nasledne dochadza ku kondenzacii
chromatinu a apoptotickej degradacii DNA.

Zapis génovych a chromozémovych zmien

NajcastejSimi zmenami v DNA sekvencii si mutacie a polymorfizmy, ktoré zjednodusene
oznacujeme ako sekvenacné varianty DNA. Zapis variantov musi byt presny, jednoznacny, ale aj
flexibilny. Na popisovanie variantov by sa mala pouzivat aktudlna systematicka nomenklatdra. Terminy
polymorfizmus a mutdacia by sa uz nadalej nemali pouzivat, lebo pri hovorovom pouzivani maju
nepresné vyznamy. Termin polymorfizmus oznacuju niektoré prace ako sekvenacny variant, ktory
nespdsobuje ochorenie. Iné prace pouzivaju toto oznacenie na variant, ktorého frekvencia v populacii
je vacsia ako 1%. Mutdcia v niektorych pracach oznacuje zmenu v genetickom materidli, ini autori
pouZivaju tento vyraz na oznacenie zmeny, ktord sposobuje ochorenie. Okrem toho vyraz mutdcia ma
Casto negativny vedlajsi vyznam v komunikdcii medzi lekdrom a pacientom a vyraz variacia neznie pre
pacienta tak dramaticky. VSetky varianty by mali byt vztahované k referenénej sekvencii. Pred kazdym
variantom je pouZity symbol, ktory oznacuje, aky typ referencnej sekvencie bol pouzity.

g. oznacuje genomicku referenénud sekvenciu, obsahujicu kédujuce aj nekddujiuce useky DNA

c. oznacuje referencént sekvenciu zacinajucu iniciaénym kodénom AUG a konciacu stop kodénom (UAA,
UAG, UGA) v mRNA, ktora neobsahuje intrény a je prepisana na zaklade komplementarity do DNA

n. oznacuje nekddujucu referenénu DNA sekvenciu

r. je oznacenie pre referenéni RNA sekvenciu

p. symbol sa pouZiva na oznacenie proteinove]j referencnej sekvencie

m. oznacuje mitochondridlnu sekvenciu

Varidcie vznikaju roznymi mechanizmami. Patria medzi ne substitlcia, delécia, inverzia, duplikdcia,
inzercia, konverzia, a delécia s inzerciou.

Substitucia (>) oznacuje zdmenu jedného nukleotidu za druhy. Ak sa zameni purinova baza (A, G) za inu
purinovu bazu, alebo pyrimidinova baza (C, T) za int pyrimidinovu bazu, tak ide o tranziciu. Transverzia
oznacuje zamenu pyrimidinovej bazy za purinovl a opacne. Napr. g.1318G>T znamen3, Ze v pozicii
1318 dochdadza k zdmene guaninu za tymin na Urovni genomickej DNA.
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Delécia (del) oznacuje stratu jedného alebo viacero nukleotidov. Napr. g.3661_3706del znamena
deléciu nukleotidov v Useku 3661 aZ 3706 na genomickej urovni.

Inverzia (inv) je zmena, kde jeden alebo viacero nukleotidov nahradza originalnu sekvenciu. Vnutorny
Usek chromozému sa po vzniknuti dvoch zlomov otoci o 180 stupriov a nasledne sa umiestni na to isté
miesto lepivymi koncami. Napr. g.495-499inv oznacuje inverziu piatich nukleotidov v pozicii 495-499.

Duplikacia (dup) oznacuje zdmenu, pri ktorej dochadza k znasobeniu jedného alebo viacerych
nukleotidov v origindlnej sekvencii. Napr. g.3661_ 3706dup je prikladom duplikacie nukleotidov
v oblasti 3661 az 3706.

Inzercia (ins) je zmena, pri ktorej sa do sekvencie DNA zacleni jeden alebo viacero nukleotidov. Napr.
g.7339- 7340insTAGG znamena vélenenie nukleotidov TAGG medzi nukleotid 7339 a 7340.

Konverzia (con) oznacuje Specificky typ inzer¢no-dele¢nej zmeny, pri ktorej je nahradend pévodna
sekvencia Usekom DNA pochddzajuicom ziného chromozému. Prikladom je zapis g.
333 _590con1844 2101

Indel variacie (delins/indel) znamenaju zmeny, pri ktorych sucasne prebiehaju inzercie aj delécie.

Il. Molekulova patolégia vybranych nadorovych ochoreni

Uvod

Nadorové ochorenia spolu s chorobami srdca a ciev patria medzi najcastejSie ochorenia u nas i
vo svete. Na Slovensku je hlasenych okolo 28 000 novych pripadov nadorového ochorenia rocne,
pricom priblizne 12 000 pacientov na nadorové onemocnenia kaZdoro¢ne zomiera. V boji proti
nadorovym ochoreniam v poslednych rokoch zasadne prispela okrem klasickej biolégie a patoldgie aj
tzv. molekulova patoldgia.

Jej vyznam suvisi so skutocnostou, Ze rast buniek atkaniv je u cloveka prisne regulovany
komplexom riadiacich mechanizmov, vratane genetickych. Ak sa nejaka bunka tejto reguldcii vymkne,
a nadalej sa deli, méze dat vznik nddoru — t.j. nddorové ochorenie je vysledkom mutacii, ktoré
,oslobodia” bunky od obvyklej regulacie bukového delenia a preZitia. Bunka v tele mutuje vdaka sérii
nahodnych udalosti a ziskava schopnost proliferovat bez normaélnych zdbran. Potomstvo tejto bunky
ziska mutécie a vznikd nador, ktory moze neobmedzene rast. Ak nadorové bunky nevstupuju do
okolitych tkaniv, t.j. rastu neinvazivne, tak obycajne neohrozuju Zivot nositela a ide o benigny nador. Ak
sa nadorové bunky z nadorovej masy uvoltiuju a si schopné infiltrovat do okolitych tkaniv, tak vytvaraju
maligny nador. Maligne nadory maju navySe aj schopnost Sirit sa do dalSich miest v tele a vytvarat
sekundarne nadorové loZiska, o sa oznacuje ako metastazovanie. Schopnost nadorovych buniek
infiltrovat do okolia a zakladat vzdialené loziska — metastazy je umoznené aj ich vlastnostami, ako je
zmena ich tvaru a funkcie. Nadorové bunky maju schopnost prechadzat cez bazalnu membranu a Sirit
sa na vzdialenejsie miesta po tele prostrednictvom lymfatického a cievneho systému. Tvorba metastaz
v neskorsich stadidch ochorenia a zlyhanie ich liecby je jednou z hlavnych pri¢in dmrtia onkologickych
pacientov. Nadorové ochorenia sa mézu primarne vyvinut v akomkolvek organe alebo tkanive ludského
tela. Solidne nadory vytvaraju zhluky, zatial' ¢o pri leukémiach a lymfémoch mézu nadorové bunky
pradit volne v krvi.
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Obr. 14 Vyskyt nadorovych ochoreni

Nadory klasifikujeme v ramci ich typizacie do kategdrii podla tkaniv alebo buniek, v ktorych
vznikaju, resp. nddorovou proliferaciou ktorych vznikaju — tento princip sa oznacCuje ako tzwv.
histogeneticky princip (alebo tzv. C-O-O concept, z angl. Cell of Origin). Podla uvedeného principu
rozliSujeme nadory
a) Nadory typu jednej parenchymovej bunky: sem patria tri kategdrie najcastejsich nadorov fudi,

ktorymi podla poradia castosti su epitelové nddory (z krycieho, resp. Zlazového epitelu),

mezenchymové nadory (z tukového alebo fibrézneho spojiva, chrupky, kosti, hladkého a priecne
pruhovaného svalstva, atd) a neuroektodermové nadory (nadory centralneho resp. periférneho
nervového systému a nadory melanocytov), menej Casté si nadory mezotelu, synovie, placenty

a nadory zarodocnych buniek.

b) Zmiesané ndadory: su tvorené synchréonnou nadorovou proliferaciou buniek dvoch roznych
bunkovych radov identického povodu (napr. réznych komponent mezenchymového pévodu) alebo
rézneho povodu (napr. adenofibrom je zloZzeny z adenomatdznej komponenty epitelového
a z fibréznej komponenty mezenchymového povodu), pricom biologickd povaha kazdej zo
zUcastnenych komponent moze byt zhodna alebo diskordantna

c) Nadory z viac nez jedného typu zarodoc¢nej bunky napr. teratémy.

Dalsie klasifikaéné pristupy nadorov zahffiaju delenie nadorov podla dignity, t.j. ich biologickej povahy
(na benigne, maligne, semimaligne a nddory neistej dignity) a delenie zhubnych nadorov podla stupna
ich diferencidcie (tzv. grading) apodla rozsahu ndadorového ochorenia (tzv. staging). Uréenie
histogenetického povodu nadoru, t.j. typu nadoru, urcenie biologickej povahy a graduingu resp.
stagingu vyZaduje diagnostické analyzy biopticky vySetreného tkaniva nadoru kvalifikovanym
patolégom.

Ked' porovname nadorové a normalne bunky, tak normalne bunky maju pri kultivacii obmedzeny pocet
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deleni medzi 40 — 60 x a pri kultivacii sa ich rast pri vzajomnom kontakte zastavi. Tuto regulaciu
oznacujeme ako tzv. reguldcia kontaktnou inhibiciou. Nenadorové bunky rastu len v jednej vrstve (z
anglického tzv. monolayer). Tieto bunky si narocné na pritomnost rastovych faktorov v médiu a ich
metabolizmus je hlavne aerébny. Bunky si zachovavaju svoj tvar aj pocet chromozdmov. Pri kultivacii
rastl nadorové bunky neobmedzene, dochddza u nich k strate kontaktnej inhibicie a preto rastu
neorganizovane vo viacerych vrstvach. Metabolizmus nadorovych buniek je vo zvySenej miere
anaerébny. U tychto buniek su teda nizSie naroky na proteinové faktory v kultivacnom médiu. Nadorové
bunky vykazuji zmeny v poéte chromozdmov a ¢asto aj zmeneny tvar buniek. Zmenena velkost buniek
jedného druhu sa oznacuje ako anizocytéza .

Etiolégia nadorovych ochoreni

Okrem pripadov nadorovych ochoreni, kde sa dedi predispozicia na vznik ochorenia
(hereditarne nadory), vo vacsine pripadov vznikaju onkologické ochorenia akumulaciou mutacii
v somatickych bunkach (sporadické nddory). DNA v normalnych bunkach je neustdle poskodzovana
mutagénmi z vonkajSieho prostredia alebo v d6sledku impulzov z vnatrobunkového prostredia. Vacsina
tychto poskodeni je opravena. Problém nastane, ak k oprave poskodeni ned6jde. Na vzniku mutacii sa
podielaju aj chyby pri replikacii DNA. Somatické mutdcie v gendme nadorovych buniek zahfiaju rozne
zmeny v DNA sekvencii. Patria medzi ne bodové mutacie, inzercie alebo delécie rozne velkych Usekov
DNA, prestavby, pri ktorych dochadza k zlomom v DNA, varidcie poctu kdpii, génové amplifikacie
a aneuplodie. Tieto mechanizmy su detailnejsie opisané nizsie v texte. Kazdd somaticka mutacia moze
byt klasifikovana podla jej vplyvu na nadorovy proces. Mutécie urcujlice charakter transformacie
a majuce vyznamny podiel na agresivite a rezistencii tumoru oznacujeme ako tzv. driver mutdacie. Tieto
mutdcie udeluju bunkdm rastovu vyhodu a su vysledkom pozitivnej selekcie pocas evollcie nadoru.
Prindlezi im aj oznacenie v podskupine génov zndamych ako ,nadorové gény“. Tieto mutdcie su
identifikovatelné aj dnes dostupnymi metédami u vysokého percenta pacientov s onkologickym
ochorenim. Ak sa ich podari tzv. cielenou lieébou zasiahnut, resp. zablokovat, ma to za nasledok
prinajmenej zastavenie rastu a v optimalnom pripade aj regresiu nadoru. Tieto genetické alteracie sa
nachddzaju v génoch, ktoré zohravaju ulohu v proliferacii buniek, supresii bunkového rastu, v destrukcii
indukovanej imunitnym systémom, v kontrole replikativheho potencialu buniek, v bunkovej adhezivite
a mobilite, v indukcii angiogenézy, v signalizacii apoptdzy a v reguldcii bunkového metabolizmu. Driver
mutacie zvysuju pravdepodobnost dalSich mutacii tym, Ze udeluji bunke rastovi vyhodu. Passenger
mutacie sa pasivne prenasaju do dalSej generacie nadorovych buniek a su bez vyznamného podielu na
proliferaciu buniek.
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Obr. 15 Vznik nadoru. Na obrazku pod textom mdame zndzornené driver mutacie pri formovani
kolorektalneho karcindmu. Kazdd driver mutacia udeluje bunkam rastovd vyhodu a tym dochadza
k formovaniu skupiny klonu buniek, ktora je senzitivna na kumulaciu dalSich driver mutdcii. Zelenou
farbou je znazornend driver mutdcia 1, modrou driver mutdcia 2 a hnedou driver mutacia 3. (Upravené
podla Strachan T., Goodship J., Chinnery P. Genetics and Genomics in Medicine. 2014, Garland Science
(Taylor & Francis Group)

Nadorova heterogenita

Studie analyzujice nadorové genémy sa vo vacsine pripadov pozeraju na nadory ako na celok.
Nadorové bunky maju monoklondlny povod, vznikaju z jednej bunky. Avsak v case klinickej diagnozy je
vacsina nadorov tvorend zmesou buniek, odliSujicich sa v mnohych morfologickych a fyziologickych
znakoch, ako suU expresia receptorov na povrchu buniek, metastaticky a proliferacny potencial
a schopnost angiogenézy. Tento jav, ktory vznika pocas postupujiceho vyvoja nddorového tkaniva sa
oznacuje ako nadorova heterogenita. Nadory su preto velmi komplexné tkaniva zloZzené z heterogénnej
populacie buniek — malignych i nemalignych buniek z okolitého tkaniva. Za nddorové maligne bunky sa
povazuju tie, ktoré iniciuju vznik samotného nadoru a su zodpovedné za jeho rast, nesi onkogénne
i tumor-supresorové mutacie, ktorych kombinaciou i vznikom novych mutdcii sa vytvaraju klonalne
subpopulacie vréznom Stadiu vyvoja. Sucastou samotného nadorového tkaniva je aj mald
subpopuldcia buniek oznacovana ako nadorové kmerové bunky. Tieto bunky maju na svojom povrchu
markery, ktoré sa nachadzaju aj na normalnych nenadorovych bunkach asu schopné vytvorit na
imunodeficientej mysi polyklondlny nador totozny s povodnym nadorom, z ktorého pochadzaju. Tieto
bunky su zodpovedné za rezistenciu nadoru voci terapii zameranej na rychlo sa deliace nadorové bunky
a relaps ochorenia. Netransformované bunky sa rovnako aktivne zucastiuju na vsetkych procesoch
a interakciach, prispievaju k rozvoju nadorovych charakteristik a utvaraju mikroprostredie asociované
s nddorom oznacované ako strdma. Spolupracuju na nadorovej homeostaze a regulaénych drahach,
¢im vytvdraju mikroprostredie nadoru. Patria sem bunky endotelu, bunky imunitného systému
a nadorovo asociované fibroblasty.
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Obr. 16 Nadorova heterogenita. Nadorovl heterogenitu spdsobuju aj samotné rozdiely medzi
nadorovymi bunkami, ktoré boli pévodne monoklondlne a vznikli delenim jednej bunky. Nasledkom
roznych mutdcii a epigenetickych zmien sa tieto bunky samotného nadoru navzajom odliSuja.
Jednotlivé subpopulacie klonov sa mézu navzajom premiesavat, alebo mézu byt od seba priestorovo
oddelené. (Upravené podla Strachan T., Goodship J., Chinnery P. Genetics and Genomics in Medicine.
2014, Garland Science (Taylor & Francis Group)

klonalna heterogenita
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Obr. 17 Klonalna heterogenita. (Upravené podla Strachan T., Goodship J., Chinnery P. Genetics and
Genomics in Medicine. 2014, Garland Science (Taylor & Francis Group)
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Gény asociované s onkogenézou

Nadorové ochorenie je chorobou génov. Na vzniku nadorov sa podielaju fyzikdlne, chemické
a biologické faktory vonkajSieho prostredia, ale aj vnutorné faktory, ako su chyby pocas replikacie DNA,
a tieto faktory spdsobuju zmeny v DNA v génoch zohrdvajucich udlohu v malignej transformacii.
S nadorovymi ochoreniami su asociované tri skupiny génov - proto-onkogény, tumor-supresorové
gény a mutatorové gény. Aktivaciou protoonkogénov vznikaju onkogény. Produkty protoonkogénov
stimuluju bunkovu proliferdciu. Tumor-supresorové gény inhibuju bunkovud proliferdciu. Mutatorové
gény su zapojené do DNA replikdcie a opravy poskodenej DNA. Funkciu onkogénov atumor-
supresorovych génov si mézeme predstavit ako brzdu a plyn v aute. Onkogén funguje ako plyn a tumor
- supresorové gény funguju ako brzda. Silnejsie stipnutie na plyn pripomina dominantnd mutaciu v
onkogéne. To znamena, Ze mutdcia postihujuca jednu alelu tohto génu postacuje na ndadorovu
transformdciu. Mutacie v tomto pripade aktivuju protein, ktory takyto gén kdéduje. Takéto mutacie
oznacujeme ako tzv. mutdcie charakteru gain of function. Recesivne mutdcie v tumor-supresorovom
géne zasa naopak pripominaju situdciu, ked brzdy v aute zlyhaju, lebo vysledkom je proliferacia
(,auto”) mimo kontroly. V podobnej situdcii je aj bunka v pripade mutécie v onkogénoch alebo tumor-
supresorovych génoch. V pripade poskodenia tumor-supresorovych génov je potrebné postihnutie
obidvoch alel, aby doslo k poskodeniu proteinovej funkcie - vplyvom tejto mutacie sa nevytvori funkény
protein. Mutacie s takymto spravanim oznacujeme ako tzv. loss of function. Tento model analdgie s
autom je zjednoduseny, v bunke sa nachadza ,plynovych pedalov” a ,bfzd” viacero. Skutocné
poskodenie bunky ajej nadorova proliferdcia je obycajne vysledkom zlyhania viacerych systémov
v bunke. KedZe v priebehu starnutia dochadza k akumuldcii mutacii v bunkach a poklesu schopnosti
oprav poskodeni v nukleovych kyselinach tak je pochopitelné, Ze incidencia nadorovych ochoreni stupa
s vekom. Aj preto niektori oznacuju rakovinu starsich ludi ako tzv. ,,aging cancer”.

Onkogény boli objavené v 60. rokoch 20. storocia. Zistilo sa, Ze na vzniku niektorych typov
nadorov sa podielaju virusy (leukémie, lymfomy). Virusy sa mozu zicastriovat nddorovej transformacie,
pretoZze maju v sebe képiu onkogénu. Virusové onkogény su odvodené z fudskych protoonkogénov.
Bolo to dokazané na vyskumoch s virusom Rousovho sarkdmu, izolovaného z kuracieho sarkému.
Transformujuci gén v-src nebol nevyhnutny pre virusovu replikaciu. Ukdzalo sa, Ze k virusovym génom
v-src boli v bunkovom gendme najdené homologické useky. Potvrdila sa homoldgia s bunkovym génom
c-src, ktory je konzervovany u vsetkych eukaryotickych organizmov. Protoonkogény su v bunkach
zapojené do viacerych procesov. V bunke funguju ako sekretované rastové faktory (napr. gén SIS, gén
FGF4), receptory na povrchu buniek (napr. gény ERBB, FMS), zlozky intracelularnej bunkovej signalizacie
(napr. RAS gény, gén ABL), DNA-vdazobné proteiny, vratane transkripénych faktorov (napr. gény MYC a
JUN) a ako zlozky cyklinovej siete - cyklin - dependentné kindzy a inhibitory kindz, ktoré reguluju
bunkovy cyklus (napr. gén MDM?2). Protoonkogény su aktivované réznymi spésobmi. Prikladom su
amplifikacia, bodova mutdcia alebo aktivacia translokaciou, veducou k vzniku nového chimerického
génu. Amplifikacia génu HER2 je napr. relativne casto pritomna v nadorovych bunkich pacientok
s karcinémom prsnika. Amplifikdcia génu N-myc bola popisand u pacientov s neuroblastémom
a rabdomyosarkdmom. Prikladom aktivacie protoonkogénov st bodové mutacie génov rodiny RAS (H-
RAS, K-RAS a N-RAS). RAS gény kéduju malé proteiny, ktoré si schopné na seba viazat GTP. Ak je RAS
viazany s GDP (guanozinmonofosfat), tak je v neaktivnom stave. Po naviazani GTP (guanozintrifosfat)
na RAS protein sa konvertuje z neaktivneho stavu na aktivny stav. Bodové mutacie v RAS géne boli
najdené vroéznych nadoroch, ako su napriklad kolorektdlny karciném, nadory prsnika, mocového
mechdra a plic. Mnohé z tychto mutacii maju za nasledok znizenie GTPazovej aktivity proteinu. RAS
protein je inaktivovany pomalSie a to spdsobuje zvySenu bunkovu odpoved po vidzbe na prislusny
bunkovy receptor. Dal$im prikladom onkogénu, ktory je ¢asto aktivovany bodovymi mutéciami, je gén
BRAF. Tento gén koduje tyrozinkindzu, ktord prendsa signal z aktivovanych RAS proteinov na ERK
kindzu a stimuluje génovu transkripciu vybranych génov. Mutacie génu BRAF su casté u malignych
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melandmov. Priblizne pri polovici pacientov s touto diagnézou je gén BRAF mutovany. Vo vacsine
pripadov sa jedna o mutdcie p.V600E a p.V600K. Tieto mutdcie sposobuju konstitutivnu aktivaciu génu
BRAF bez pritomnosti signalov z vonkajsieho prostredia. Daldim typom aktivacie onkogénov je tvorba
fuznych génov. Najznamejsim prikladom je Filadelfsky chromozém (Ph), ktory vznika translokaciou
dlhych ramienok chromozémov 9 a 22 — t(9;22)(q34;q11). Nachadza sa u viac ako 90% pacientov
s chronickou myeloidnou leukémiou. Translokdacia vedie k fuzii génu BCR s génom ABL. Tento fuzny gén
sa nachadza u viac ako 90% pacientov s chronickou myeloidnou leukémiou.

Vysledkom tejto fuzie je protein s abnormdalne zvySenou tyrozinkindzovou aktivitou. Inym
prikladom translokacie je napriklad fuzny gén AML1/ETO pritomny v nddorovych bunkach pacientov s
akdtnou myeloidnou leukémiou. Translokacia TEL/AMLI1 je Castd v nadorovych bunkach pacientov
s akdtnou lymfoblastickou leukémiou. Pre pacientov s Ewingovym sarkdmom su charakteristické
translokacie EWS/FL1 a EWS/ERG. Translokacii je obrovské mnozstvo a tu st spomenuté len niektoré
priklady.

Onkogény sa mozu aktivovat aj translokaciou do oblasti transkripéne aktivneho chromatinu.
Prikladom takejto aktivacie je translokacia MYC onkogénu do blizkosti génu, ktory kdduje tazky retazec
imunoglobulinu u pacientov s Burkittovym lymfémom. Burkittov lymfém, ktory bol pévodne popisany
v krajinach Afriky je agresivne ochorenie lymfatického systému postihujice ludi na celom svete. Gén
c-myc, ktory kéduje transkripény faktor zohravajuci ulohu v regulacii bunkového cyklu je translokovany
do oblasti kédujucej imunoglobulinové retazce. V75 - 85% ide o translokaciu t(8;14). V ostatnych
pripadoch su to translokacie t(2;8) alebo t(8;22). Tieto translokacie neutvaraju nové chimerické gény,
ale miesto toho sa protoonkogén c-myc dostava pod vplyv vysokotranskripcne aktivneho génu.

Dalsim typom génov, ktoré st mutované v nddoroch, st tumor-supresorové gény. Henry Harris
fuzoval bunky z potkana s nadorovymi bunkami, avSak bunky po fuzii nejavili zndmky malignej
transformacie. Vyslovil hypotézu, Ze nemutované bunky obsahovali génovy produkt schopny nahradit
poskodeny protein v nadorovych bunkidch a tym potla¢it nekontrolovatelné delenie buniek
charakteristické pre nadorové bunky. Tieto gény sa nazyvaju tumor-supresorové gény. Proteiny
kdédované tymito génmi nevyvolavaju proliferaciu buniek, ale naopak ju potlacaju a udrziavaju bunky
v klude, podporuju apoptdzu a maju ulohu aj v bunkovej diferencidcii. Mutacie v tumor-supresorovych
génoch sa vyskytuju v somatickych aj v zarodo¢nych bunkach. Kym na inaktivaciu tumor-supresorového
génu su potrebné dve mutdcie, tak na aktivaciu proto-onkogénu postacuje jedna mutacia. Ku
identifikacii mnoZstva tumor-supresorovych génov prispeli zriedkavé dedi¢né formy nadorovych
ochoreni. Nadorové ochorenia nie su vo vacsine pripadov dedi¢né. Zriedkavo sa dedi len predispozicia
na vznik nadoru. Ide o 5 - 10% vsetkych onkologickych ochoreni. U zvySnych 90-95% pacientov vznikaju
nadorové bunky akumuldciou mutacii v somatickych bunkach. V roku 1971 formuloval Alfred Knudson
mnohokrokovy mechanizmus vzniku nadoru. Podla jeho hypotézy je potrebnych na vznik vacsiny
nadorov 4 - 7 zasahov. Knudson skumal sporadickd afamilidrnu formu retinoblastému. Zistil, Ze
v pripade dedi¢nej formy retinoblastému sa ochorenie prejavi ¢asto uz v detskom veku a postihnuté su
obidve oci. Sporadickd forma retinoblastdmu sa objavuje neskér a postihuje len jedno oko.
Retinoblastdm je agresivny typ nadorového ochorenia u deti, postihujuci oCi. Gén zohravajuci Ulohu
v tomto ochoreni sa nachadza na dlh§om ramienku chromozédmu 13 a kéduje protein Rb1 vyskytujuci
sa vjadrach buniek. Mechanizmus tohto ochorenia spociva v inaktivacii obidvoch alel tumor-
supresorového Rb génu. V pripade dedi¢nej formy retinoblastdmu je jedna mutdcia zdedena a k druhej
mutacii dochadza v priebehu Zivota. Pri ziskanej forme tohto ochorenia déjde ku dvom nezavislym
mutaciam. To, Ze na inaktivaciu Rb génu su potrebné postihnuté obidve alely sa oznacuje ako tzv. tedria
dvojitého zasahu.

Medzi nadorové ochorenia sgenetickou predispoziciu sposobené mutaciami v tumor-
supresorovych génoch patria napriklad Familidrna adenomatdzna polypdza, podmienena mutaciou
v tumor-supresorovom géne APC nachdadzajucom sa voblasti 5921, neurofibromatéza typu |,
spbsobenad mutaciu NF1, neurofibromatdza typu Il, podmienena mutaciou v géne NF2 a hereditdrny
nador prsnika a ovarii spésobeny mutaciami v tumor-supresorovych génoch BRCA1 (breast related
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cancer antigen) a BRCA2. Mutdcie v tumor-supresorovych génoch su inaktivujlce - recesivne a Casto
sU spojené so stratou heterozygozity (LOH-loss of heteryozygosity). Delécia na Udrovni
DNA/chromozému, ktorej dosledkom je aj strata heterozygozity na prislushom lokuse je teda jednym
z mechanizmov spOsobujucich stratu funkncnej alely.

Niektoré tumor-supesorové gény nazyvané tzv. gatekeeper gény priamo zabranuju bunkovej
proliferacii a ovplyviuju apoptdzu. Druhy typ tumor-supresorovych génov ma funkciu pri rozpoznavani
a oprave poskodenej DNA a tuto skupinu génov nazyvame ako tzv. caretaker gény. Pri ich poskodeni
dochadza v bunke ku akumulacii poskodenej DNA a neschopnosti opravy tychto defektov.

Na pochopenie karcinogenézy je doblezZité rozumiet regulacii bunkového cyklu. Bunkovy cyklus
a jeho fazy su opisané v prvej Casti knihy. Klucovu ulohu v regulacii bunkového cyklu maji komplexy
tvorené cyklinmi a cyklin-dependentnymi kindzami (CDK), ktoré aktivuju alebo deaktivuju rézne
proteiny pocas bunkového cyklu. Bunka ma moznost kontroly dokonéenia predchadzajucich krokov
v tzv. kontrolnych bodoch bunkového cyklu oznacovanych ako ,checkpoints”. G1 kontrolny bod
umozni zacatie syntézy DNA, aZ ked bunka dosiahne poZadovanu velkost. Pre prechod bunky z G1 fazy
do S fazy je potrebny komplex CDK2 a cyklinu E. Priebeh S fazy je kontrolovany cyklinom A v komplexe
s CDK2 uvolnenej z komplexu s cyklinom E. Ako brzda v bunkovom cykle pracuje skupina piatich tumor-
supresorovych proteinov. RB1 inhibuje jeho naviazanim transkripény faktor E2E. RB1 protein je
inhibovany komplexom CDK4-cyklinu D alebo CDK6-cyklinu D. Negativnym reguldtorom RB1 proteinu
je aj MDM2, ktory pridava na tento protein ubiqitin. Protein p16 inhibuje CDK4 a protein p14 inhibuje
MDM2 protein. ZvySenda hladina p53 proteinu stimuluje protein p21, aby inhiboval komplex CDK2
a cyklinu E. AvSak p53 je v bunke za normalnych podmienok v relativne nizkej koncentracii, pretoze na
tento protein priddva MDM2 protein ubiquitin, ¢im dochddza k jeho degraddcii. Pri poskodeni DNA
dochadza ku fosforylacii p53 proteinu a disociacii MDM2 proteinu. Nasledne sa zvysi hladina p53
proteinu. To sposobi zastavenie bunkového cyklu a podla stupia poskodenia sa poskodena DNA opravi,
alebo d6jde k apoptdze poskodenej bunky (vid prva éast skript). Gén TP53, ktory kdduje p53 protein,
je jednym z najcastejSie mutovanych génov v nddoroch. Zarodoéné mutacie TP53 génu spOsobuju Li-
Fraumeniho syndrom, ochorenie, ktoré svojho nositela ohrozuje zvySenym rizikom vzniku zhubnych
nadorov.

V réznych typoch nadorov boli popisané signifikantne zmenené expresie mikroRNA (miRNA)
a dlhych nekédujucich RNA molekul (IncRNA). Urcité molekuly mikroRNA regulujid v bunkach apoptézu,
starnutie, bunkovy cyklus a odpoved' k DNA poskodeniu. Niektoré miRNA sa spravaju ako onkogény
a iné ako tumor-supresorové gény. Mnohé studie ukazuju na spojitost miRNA a nddorovych ochoreni.
Napriklad u pacientov s chronickou lymfocytovou leukémiou bola popisana zniZzena hladina expresie
miRNA-15a a miRNA-16-1. DIhé nekddujuce RNA si molekuly dihé viac ako 200 nukleotidov. Maju
kfucovu dlohu v transkripcii aj posttranskripénych drahach a kich deregulacii dochadza v mnohych
onkologickych ochoreniach.

Na vzniku nddorovych ochoreni sa podielaju aj epigenetické zmeny, ktoré ovplyviuju expresiu
vybranych génov, ato najmad metylacie DNA a acetyldcia histénov. Metyldcia umozZriuje zapinat
a vypinat gény - napr. hypermetylacia prométorov tumor- supresorovych génov spdsobuje ich utimenie
a nasledne tato zmena udeluje bunkdam rastovu vyhodu. Niektoré tumor-supresorové gény byvaju
umlcané iba bodovou mutaciou a nedochadza u nich nikdy k metyldcii. Takym génom je napriklad
MSH2. U tumor-supresorového génu MLH1 je metyldcia alternativou k bodovej mutacii. U inych génov
je metyldacia jedinym mechanizmom, spdsobujucim ich umlcanie. Prikladom tychto génov su napriklad
gén RASSFI1A lokalizovany v pozicii 3p21 a gén HIC1, nachadzajuci sa v oblasti 17p13.3.

Na vzniku nadorov sa podielaju aj mutdcie v génoch zodpovednych za opravné mechanizmy pri
poskodeni DNA. Ak neddjde k oprave chyb, mutacie sa hromadia v bunke a sp6sobuju nestabilitu
gendmu. Defekty v komponentoch nukleotidovej exciznej reparacie spdsobuju zvysend nachylnost ku
vzniku nadorov. Prikladom takéhoto ochorenia je Xeroderma pigmentosum. Pacienti postihnuti tymto
ochorenim maju zvysendu citlivost voci slne¢nému Ziareniu, tvoria sa u nich na kozi tmavé flaky, ¢asto
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vznikaju u nich koZzné nadory a predcasne sa u nich objavuju prejavy starnutia. Defekty v bazovej
exciznej reparacii nie su prilis ¢asté pri nddorovych ochoreniach. Mutacie v MUTYH géne su asociované
so zvySenym rizikom kolorektalneho karcindmu. Poruchy reparécie dvojretazcovych zlomov v DNA sa
vyskytuju nasledkom mutdcii BRCA1 a BRCA2 pri dedic¢nej forme karcinému prsnika a ovarii. Iny priklad
je mutdcia ATM génu kddujuceho kindzu, ktord spOsobuje neurodegenerativne ochorenie ataxia
teleangiectasia. Tito pacienti maju hypoplaziu tymusu, spomaleny psychomotoricky vyvoj, ¢astejsSie
respiracné infekcie, problémy s artikulaciou a chédzou.

VyuZite genomiky v onkologii

Vroku 1986 americky biolég a nositel Nobelovej ceny Renato Dulbecco vyslovil nazor, Ze
nevyhnutnym nastrojom, ktory povedie k objasneniu génov zohravajucich Udlohu v procese
karcinogenézy, je kompletné osekvenovanie ludského gendmu. Dostupnost gendmovych sekvencii
sposobila rozmach odboru nadorovej genomiky. Technoldgia sekvenovania novej generacie (NGS —
zangl. next generation sequencing) umoziiuje ziskat komplexnejsi a detailnejsi pohlad na vznik
nadorového klonu, na to, ako nddorové bunky odpovedaju na liecbu a kedy dochddza ktvorbe
metastdaz. Ukazalo sa, Ze obavy zvysokej nakladovosti novych sekvenacnych technoldgii neboli
opodstatnené a tieto technoldgie priniesli do oblasti nadorovej genomiky revoldciu.

Technolégie NGS napriklad odhalili, Ze aj gény, pri ktorych sa vébec nepredpokladala uloha pri
onkogenéze, su v nddoroch ¢asto mutované. Priekopnicka Studia vtomto smere bola publikovana
v roku 2008 v ¢asopise Science. Autori zistili vysoky vyskyt mutacii v IDH1 géne u pacientov s malignym
glidmom. IDH1 gén kdduje izocitrat dehydrogenazu 1, metabolicky enzym, ktory do doby publikovania
tejto $tudie nebol v stvislosti s nddormi spajany. Dalsie prace pomerne &asty vyskyt mutdcii v IDH1
géne avIDH2 géne (IDH2 gén je mitochondridlny homoldg IDH1 génu) potvrdili aj uinych typov
nadorov. Geneticka informacia nddoru je tvorenda zmesou povodnej sekvencie pacienta a DNA
s mnozstvom novo ziskanych mensich alebo vaésich zmien. Tieto technoldgie st schopné identifikovat
okrem zmien vgénoch aj rozdiely vgénovej expresii vnddoroch. Pocet genetickych zmien
identifikovanych vdaka novym technolégidm neustale rastie, velkou otdzkou vSak ostava, aky je efekt
tychto mutdcii na organizmus. Nedavno bolo zistené, Ze dokonca aj synonymné mutdcie (mutdcie
meniace sekvenciu v DNA, ale kv6li degeneracii genetického kddu nemenia aminokyseliny v proteine)
maju vplyv na funkciu proteinu. Program Cancer Genome Project, prebiehajici na Wellcome Sanger
Institute v Cambridge, identifikoval k aprilu 2017 viac ako 600 génov podielajucich sa na onkologickych
ochoreniach. Tieto gény boli zachytené pomocou sekvenovania novej generacie a ich pocet a nazvy sa
zobrazuju na tejto webovej stranke: http://cancer.sanger.ac.uk/census. Celogenémové sekvenacie
identifikovali u nadorov bodové mutacie v mnohych génoch vratane BRAF, PIK3CA, EGFR, HER2, JAK2,
UTX a IDH1. Niektoré z mutdcii, ktoré boli objavené, boli jedine¢né, iné mutacie boli ndjdené u nadorov
pomerne casto. Objav tychto genetickych zmien prispel k zlepSeniu pochopenia mechanizmu
jednotlivych onkologickych ochoreni a hfadaniu novych protinddorovych liekov. Kazda podskupina
nadorového ochorenia ma charakteristicky génovy profil, bunkovd morfolégiu, klinické prejavy,
progndzu a moznosti pre cielenu terapiu. KedZe nddorové bunky su zavislé od abnormalnych proteinov,
vznikajucich z mutovanych nadorovych génov, stavaju sa cielom pre vyvoj novych protinddorovych
terapii.

Cielena liecba

Principom tejto stratégie je hypotéza, Ze pritomnost jednotlivych molekuldrnych markerov
moze predvidat odpoved na cielenu terapiu individualizovant na konkrétneho pacienta ,na mieru
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Situ“ lieCbu (z angl. targeted therapy). Prvou ucinnou a cielenou molekularnou lie¢bou sa stal imatinib
mesylat (Gleevec) inhibujuci proteinkindzy, vratane kinaz kédovanych génmi ABL a KIT, ktoré su
mutované a aktivované u pacientov schronickou myeloidnou leukémiou a gastrointestinalnymi
stromdlnymi tumormi. U pacientok s karcindmom prsnika so zvySenou expresiou génu HER2, ktory
koéduje transmembranovy HER2 receptor, sa pouZiva na liecbu monoklondlna protilatka proti
extracelularnej doméne HER2 — trastuzumab.

Prvé studie vyuzivajuce technolégiu NGS sekvenovali iba jednotlivé vzorky, postupne, ako
klesala cena sekvendcii, sa stalo normou v publikaciach sekvenovat stovky vzoriek nadorovych tkaniv.
To malo za nasledok ziskanie obrovského mnoZstva dat a zvySenie ndrokov aj na bioinformaticku
analyzu. Celogendmové analyzy odhalili zna¢nd inter- aintratumordlnu heterogenitu, ¢o ma za
nasledok komplikaciu lie¢by pacientov s onkologickymi ochoreniami. Sttdia skimajica rovnaké typy
kolorektalneho karcinému odhalila pomocou exdmového sekvenovania zna¢né rozdiely. Niektoré typy
mutacii, ako napriklad mutacie v génoch APC a TP53, boli pritomné v oboch pripadoch. Velké rozdiely
vsak boli v passenger mutaciach. Komplexny pohlad do intratumoralnej heterogenity priniesla Studia
skimajuca ndadory obliciek. Exdmova sekvendcia porovnavala vzorky biopsie primarneho nddoru
a metastdz od jednotlivych pacientov. Bolo zistené, Ze len jedna tretina mutacii bola pritomna
v metastdze aj v primarnom nadore v rdmci jedného pacienta. Celoexdmové a celogendmové studie
viedli k identifikacii driver mutdcii pri roznych onkologickych ochoreniach. Pre nador prsnika su typické
mutacie génov TP53, PIK3CA, ERBB2, MYC, FGFR1 a GATA3. V bunkach pacientov s kolorektalnym
karcindmom sa nasli ¢asto mutdcie v génoch APC, TP53, KRAS, PIK3CA a FBXW?7. U glioblastomov sa
zistili ¢asté mutdcie PTEN, TP53, NF1 a PIK3CA. Pri nadoroch ovarii boli detekované mutacie TP53,
CSMD3, FAT3, NF1, BRCA1 a BRCA2. Pre melanédm su typické mutdcie BRAF, NRAS, TP53 a CCND1.
U pacientov s nddorom pluc boli zistené Casté mutacie génov TP53, MLL2, PIK3CA, CDKN2A, NFE2L2
a KEAP1. Ukazuje sa, 7e je potrebné sekvenovat nielen exémy, ale aj nekddujuce oblasti. Studia na
melandmoch ukazala, Ze u viac ako 70% pacientov s melandmom sa vyskytuje mutacia v promdtorove;j
oblasti génu TERT, kédujuceho telomerdzovu reverznu transkriptdzu. Informacie o nddorovom genéme
maju obrovsky vyznam aj pri stanovovani terapie. Pri va¢Sine nadorov totiz dochadza pri vyuziti iba
jedného terapeutického ciela ku vzniku rezistencie. V studidch pouzivajucich RAF a MEK inhibitory
u pacientov s melandmami s BRAF mutaciou doslo k ustipeniu ochorenia rychlo, ale ochorenie
zrecidivovalo znovu uz v priebehu nasledujicich mesiacov az roka. RieSenim pritakychto typoch
nadorov by mohla byt kombinovana terapia, kde sa pouZije viacero liekov sicasne. Matematické
modelovanie ukazuje, Ze rezistencia nadoru voci terapii byva spOsobend existenciou malej
subpopuldcie nadorovych buniek. Rezistencia sa po c¢ase vyvinie utakmer kazdého pacienta
s onkologickym ochorenim lie¢eného cielenou terapiou alebo chemoterapiou. Je preto potrebnd
identifikacia terapeutickych cielov, ktoré budu predvidat nastup relapsu alebo vytvorenie rezistencie.
Progresia nadorovych ochoreni preto predstavuje v sucasnosti najvacSiu vyzvu v onkoldgii. To, Ze
nadorové ochorenia vznikaju v désledku akumulacie mutdcii, je dnes uz plne akceptované. Otazkou
vsak ostdva, o tieto mutdcie sposobuje.

Nedavna studia vedend tymom Berta Vogelsteina z Johns Hopkins Kimmel Cancer Center
sposobila prevrat v oblasti onkoldgie. Tato Studia tvrdi, Ze rakovinu spdsobuju v dvoch tretinach
pripadov ndahodné mutacie, ktoré vznikaju nasledkom nahodnych chyb pocas bunkového delenia. Tato
Studia rozdeluje mutdcie do troch skupin. Prvd skupinu vedci v praci publikovanej v roku 2015
v Casopise Science oznacuju ako ,H” mutdcie (z anglického vyrazu heritage). Su to dedi¢né genetické
mutacie, ktoré sa vyskytuju v 5 percentach pripadov rakoviny. Prikladom takejto mutacie st napriklad
mutacie v BRCA génoch. Druht skupinu mutdcii predstavuju mutacie oznacované ako ,,E“ (z anglického
vyrazu environment). Tieto mutacie su sposobené prostredim a ovplyviuje ich aj spravanie ¢loveka.
Sp6sobuje ich fajéenie, opalovanie, pohyb, vyZiva, ale aj chemikalie v Zivotnom prostredi. Poslednu
skupinu mutdcii predstavuju ndhodné mutacie, vznikajluce ndsledkom chyb pocas bunkového delenia.
Vedci ich v tejto praci oznacuju ako ,,R“ (po anglicky random). K ndhodnym mutaciam dochadza pocas
replikacie DNA neustale. Problém nastdva, ak je to mutacia v géne spbsobujicom rakovinu. Nadorové
ochorenie je jednoducho smola , due to bad luck” pre pacienta. Podla tejto Studie by sa ludia vobec
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nemuseli zamyslat nad svojim Zivotnym Stylom. Vedci a nakoniec aj sdm Bert Vogelstein uvadzaju, Ze aj
ked' znacna cast nadorovych ochoreni vznikd v désledku nahody, je dolezité aby fudia Zili zdravo.
Mnohym typom ndadorovych ochoreni je totiz mozné predchéadzat. To neskor v studii publikovanej
v roku 2017 v ¢asopise Science potvrdzuje aj tym Vogelsteina.

Pri onkologickych ochoreniach u deti je pocet mutacii podielajuci sa na vzniku nadoru niZzsi.
Genetickda charakterizdcia nadorov u dospelych je komplikovanejSia. Tu sa mutdcii v porovnani
s nddormi u deti naakumulovalo viac ato zhorSuje rozliSenie, ktoré mutdcie su ,driver” aktoré
»passenger” pri jednotlivych typoch nadorov. Nova stratégia v liecbe nadorov sa oznacuje ako basket
trial. Tato stratégia spociva v lieCbe zameranej cielene na typ Specifickej genetickej mutacie pritomnej
v nddore, bez ohladu na to, kde sa nador vyskytuje. Napriek rasticemu entuziazmu ma tento pristup
svoje limity. V studii publikovanej v roku 2015 Lopez-Chavez a kol. sledovali odpoved na cielend liecbu
pri pacientoch s nemalobunkovym nddorom pluc, pri pacientoch s malobunkovym nadorom pltc
a nddormi Stitnej zlazy, u ktorych boli charakterizované driver mutdcie. Pacienti boli v tejto studii
rozdeleni do piatich skupin. V prvej skupine boli pacienti s EGFR (receptor pre epidermalny rastovy
faktor) mutaciami lieceni erlotinibom. Erlotinib je molekula inhibujica tyrozinkindzovi doménu
intraceluldrnej casti EGFR receptoru. Selumetinub sa pouzil na lie¢bu pacientov s mutaciami v génoch
KRAS, NRAS, HRAS alebo BRAF. Selumetinib je Specificky inhibitor MEK (mitogénon aktivovana
Specificka ERK kindza). Liek MK2206 (inhibitor kindzy Akt) sa pouZil pri zisteni pozitivity na PIK3CA, AKT
alebo PTEN mutdcie. Lapatinib (blokator tyrozin kinazovej intracelularnej intracelularnej casti receptoru
HER1 a HER2) bol podavany v pripade mutdcii a amplifikdcii ERBB2 génu a sunitinib bol indikovany
u pacientov, ktori mali v nadorovych bunkach KIT alebo PDGFRA mutacie a amplifikacie. Sunitinib
inhibuje tyrozinkinazy receptorov pre rastovy faktor z dosticiek (PDGF), vaskularny endoteliarny rastovy
faktor (VEGF), faktor kmenovych buniek (KIT), Fms podobnu tyrozinkinazu 3 (FLT-3), receptor faktoru
stimulujudceho koldnie (CSF-1R) areceptor pre neutroficky faktor odvodeny od gliovych buniek
(RET/GDNFR - glial cell line-derived neutrophic factor receptor). Klinicky signifikantna odpoved v3ak
bola dosiahnutd len pri ¢asti pacientov. Napriklad pri pacientoch s EGFR mutdciami, ktori boli lieceni
erlotinibom, reagovalo na lieCbu len 60% pacientov, pri 40% pacientov nedoslo k Ziadnej odpovedi. To
znamena, Ze u tychto pacientov su este dalSie mutacie, ktoré spésobuju zlyhanie liecby. U pacientov
s RAS alebo RAF mutaciami lieCenych monoterapiou selumetinibom sa nepodarilo dosiahnut tzv.
primarny endpoint - smrt z akejkolvek priciny. Délezité je preto pozriet sa na jednotlivé ochorenia
komplexne. Pri pacientoch s malignym melanémom dochadza ku klinickej odpovedi pri lieCbe BRAF
inhibitormi, ale v pripade rakoviny hrubého ¢reva, kde je takisto tato mutdcia pritomna k odpovedi na
lieCbu BRAF inhibitormi nedoslo.

Imunoterapia

Pokrokom v liecbe nadorovych ochoreni je imunoterapia, ktora prindsa obrovské zmeny v
lieCbe nadorovych ochoreni. V nadorovom mikroprostredi dochddza k akumulacii regulaénych T-
lymfocytov, ktoré exprimuju molekuly oznacované ako tzv. ,inhibitory straznych bodov imunity” (z
anglického check point inhibitors). Ide hlavne o molekuly CTLA-4 (cytotoxicky T-lymfocytovy antigén 4),
PD-1 a PD-L1, 2 (programmed cell death ligand 1, 2). Zablokovanie aktivity inhibitorov straznych bodov
imunity na regula¢nych T lymfocytoch alebo na nadorovych bunkdch monoklondlnymi protildtkami
vedie k prevahe aktivity cytotoxickych lymfocytov, ktoré sa mozu uplatriovat v protinddorovej imunitnej
reakcii.

V poslednych piatich rokoch spodsobili monoklondlne protilatky ovplyviujuce regulacné
mechanizmy imunitnej odpovede v imunoterapii nddorov vyrazny posun. Najnovsie Studie s
interleukinom-2 a s anti-CTLA-4 a anti-PD-1 monoklonalnymi protilatkami ukazuju, ako mbze
imunoterapia vyznamne prediZit celkové preZitie pacientov s metastazujicimi nadormi. CTLA-4 antigén
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je pritomny na povrchu T lymfocytov. Tato molekula je negativny reguldtor adaptivnej imunitnej
odpovede. Pri zablokovani CTLA-4 dochadza k dlhSej a silnejSej aktivacii T lymfocytov a v idedlnom
pripade k destrukcii nadorového tkaniva cytotoxickymi T lymfocytmi.

V roku 2011 bola schvdlend FDA plne humanna IgG1l monoklonova protilatka — Ipilimumab,
viaZuca sa selektivne na CTLA-4 antigén. Ipilimumab dokdzal v monoterapii alebo v kombinacii s
chemoterapiou signifikantne predizit prezivanie pacientov s metastatickym melanémom. Dlhodobé
data ukazuju, Ze pri liecbe ipilimumabom preziva po troch rokoch takmer 75% pacientov. Receptor
programovane]j bunkovej smrti PD-1 predstavuje v sic¢asnosti nadejnu cielovu struktdru vimunoterapii.
Mechanizmom ucinku je inhibicia primdrne imunoinhibi¢ného systému PD-1. Vysledkom je aktivacia T
lymfocytov a posilnenie protinadorovej u¢innosti imunitného systému.

Nivolumab je plne humdanna monoklonova protildtka 1gG4, inhibujuca PD-1. Monoterapia
pacientov s nivolumabom preukazala velmi dobré prezitie pri pacientoch s pokrocilym Stadiom
melandmu. Po troch rokoch Zilo eSte 41% chorych pacientov. Pembrolizumab je humanizovand
monoklonalna protilatka, takisto inhibujica molekulu PD-1 u T lymfocytov. V roku 2014 bol tento liek
schvéleny FDA na liecbu pokrocilého maligneho melandmu pri pacientoch, kde zlyhala liecba prvej linie.
Pembrolizumab sa v sucasnosti testuje ako nddejny liek aj pri inych typoch nadorov. V nedavno
publikovanej studii sa vSak ukdzalo, Ze u 25% pacientov s melandmom, ktori podstupili lieCbu
imunorezistencie nadorovej progresie je vacSinou neznamy.

Medzi onkologické ochorenia, pri ktorych sa v sucasnosti poddva imunologicka liecba, patria
pacienti s malignym melanédmom a s nemalobunkovym nadorom pluc (dalej NSCLC) vo vyssich
klinickych stadiach. Ak je melandm diagnostikovany vcas, tak je ochorenie pomerne dobre lieCitelné,
ale pacienti s pokrocilym Stadiom ochorenia maju horsie lieCebné vysledky pri pouziti konvencnej
terapie. Preto liecba tychto pripadov predstavuje obrovsku vyzvu v medicine. V pripade lokalizovaného
maligneho melanému je  5-ro¢né prezivanie na urovni priblizne 91% pacientov, v pripade
metastatického ochorenia s lokoregionalnou metastazou (v blizkosti nadoru) priblizne 63% a v pripade
ochorenia so vzdialenymi metastazami len 15%. Pokroky v lie€be nastali az nedavno, a to vplyvom
cielenej liecby zameranej proti najcastejSej mutdacii BRAF génu, o je vysledkom akumulacie poznatkov
z biolégie maligneho melanému a rozvoja genetickych metdd.

Obrovsky pokrok v lie€cbe melanému nastal v roku 2011, ked sa objavila imunoonkologicka
lie€ba, najprv ako sucast klinickych $tadii, dnes uz ako jedna z moznosti redlnej onkologickej praxe.
Imunoterapia sa ukazuje ako slubna lieCebnd moznost aj pre pacientov s NSCLC. Bronchogénny
karcindbm patri medzi nadory s najvy$Sou Umrtnostou na svete. NSCLC (nemalobunkovy pltcny
karcindm) je najcastejsim typom a tvori asi 85% vsetkych pltucnych karcinémov. Napriek liecebnym
snaham je preZivanie pacientov s diagnézou NSCLC kratke. Vacésina pacientov je zachytend v pokrocilom
Stadiu ochorenia a vysledky v lieCbe su nasledkom toho neuspokojivé. Chirurgicka liecba je vhodna len
pre 30% pacientov. Neskoré odhalenie je pri pacientoch s NSCLC problémom. Pri ostatnych pacientoch
je toto ochorenie zachytené, ked su tu pritomné metastdzy a liecba je potom komplikovanejsia.
Standardnt lie¢bu pokrocilého nemalobunkového karcinému pllic predstavuje kombinovana
chemoterapia platinovym derivatom s cytostatikom. Cytostaticka liecba je ¢asto spojena so zavaznymi
neziaducimi ucinkami. Pri véasnom ale aj neoperovatelnom NSCLC sa aplikuje ako liecebna metdda
radioterapia. Napriek liecbe je celkové preZivanie pacientov s NSCLC velmi nizke, preto je tu snaha o
rozSirenie spektra terapie pri pacientoch s NSCLC, ktora by viedla k efektivnejsej lieCbe a zvyseniu
prezivania pacientov s tymto agresivnym ochorenim. Vyskumy v nadorovej bioldgii identifikovali viaceré
molekulové ciele u pacientov s NSCLC. Pri cielenej lieCbe je na rozdiel od klasickej chemoterapie mene;j
neziaducich ucinkov, zvysilo sa prezivanie pacientov v porovnani s lie¢bou chemoterapiu a tato liecba
je pacientmi dobre tolerovana. Tato lieCba vSak nedokaze pokryt celé spektrum pacientov a po ¢ase sa
pri mnohych pacientoch vyvinie rezistencia.

V poslednych rokoch sme svedkami narastajucej intenzity vyskumu v oblasti imunoterapie
karcindmu plic. Priimunoterapii je cielom podpora imunitného systému pacienta, aby mohol nddorové
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bunky eliminovat. U NSCLC boli testované vakciny obsahujlice antigény pritomné na nadorovych
bunkdch. Bol testovany cely rad vakcin pri r6znych stadidach NSCLC. Tieto Stddie vSak nesplnili svoj ciel
prediZit Zivot bez progresie v porovnani s placebom. Ako slubnd sa ukazuje kombinacia pouZitia vakcin
s inhibitormi kontrolnych bodov imunitnej reakcie. V medzinarodnej studii porovnavanej bezpeénost
nivolumabu — monoklonova protildtka vocéi PD-1 s docetaxelom pri pacientoch s pokrocilym
skvaméznym NSCLC, ktori progredovali pocas prvej linie chemoterapie alebo po nej bolo pozorované
zvySené prezivanie pacientov. To bolo potvrdené aj dalSou randomizovanou Studiou.

Slubné vysledky u pacientov s nemalobunkovym nadorom pltc boli zistené aj pri pouziti
pembrolizumabu, dalsej monoklonovej protilatky inhibujicej molekulu PD-1. Odpoved na liecbu bola
dosiahnutd pri 19,4% chorych. Pri pacientoch s expresiou PD — L1 vo vzorkach nadorového tkaniva viac
ako 50% bola dosiahnutd odpoved na liecbu pri 45,2% pacientov. Na zaklade tychto dat bol
pembrolizumab registrovany k liecbe NSCLC v oktdbri v roku 2015. Tento rok predstavuje milnik v
imunoterapii NSCLC. Pozitivna klinicka $tudia dokazuje predizenie prefitia pri pouZiti nivolumabu a
pembrolizumabu v porovnani so standardnou chemoterapiou. Po malignom melandme sa tak karcinom
pluc stava druhou malignitou, kde sa registrovala lie¢ba protilatkou proti PD-1.

V oktébri v tomto roku doslo k obrovskému prelomu v liecbe NSCLC. Pembrolizumab bol
schvdleny na lie¢bu pacientov s metastdzujucim NSCLC, s expresiou PD-L1 vo vzorkdch nadorového
tkaniva viac ako 50% dokonca v prvej linii terapie. Je to obrovsky krok vpred prinasajuci nadej v liecbe
tohto ochorenia casto kondiaceho smrtou pacienta. Pembrolizumab bol schvaleny aj v druhej linii
terapie pri pacientoch s pokrocilym Stadiom NSCLC s expresiou PD-L1 vo vzorkach nadorového tkaniva
viac ako 1%. Imunoterapia sa ako potencidlne sfubnd ukazuje aj pri inych typoch nadorov, ako je
napriklad Hodgkinov lymfém.

Neinvazivna analyza nadorovych markerov

Volna cirkulujuca DNA (cfDNA - z anglického cell free DNA) je DNA, ktord sa vyskytuje volne
vkrvnom obehu. U zdravych jedincov pochddza vacSina cfDNA identifikovana v plazme
z hematopoetickych buniek. Okrem krvi bola pritomnost cfDNA zistend v rozmanitych telovych
tekutinach, ako je moc, sliny, cerebrospinalny mok a pleuralna tekutina. Volna cirkulujuca DNA ma
obrovsky potencidl aj v klinickom vyuZziti pri progndze nadorovych ochoreni. V tom pripade oznacujeme
takuto DNA pochadzajucu z nadoru ako cirkulujucu nadorovud DNA (z angl. circulating tumor DNA,
ctDNA). Uz vroku 1977 bola popisana zvySena hladina cirkulujucich nadorovych DNA u pacientov
s roznymi typmi nadorov. VysSie hladiny ctDNA boli zistené aj pri pacientoch s metastdzujicim
ochorenim. Zdrojom ctDNA moZe byt apoptdza a nekréza nadorovych buniek. Priemerna dizka
cirkulujicej nddorovej DNA je 134-144 bp, dizka nenadorovej volnej cfDNA je 166 bp, ¢o kore$ponduje
dizke DNA obtocenej okolo nukleozému spolu s Gsekom spojenym s histdnom H1.

Okrem ctDNA sa v krvi pacientov s onkologickymi ochoreniami vyskytuja aj cirkulujuce
nadorové bunky. Tieto bunky je moiné zachytit v réznych $tadidch pomocou metéd molekularnej
biolégie alebo pomocou metdd zalozenych na detekcii antigénnych znakov protilatkami. V mnohych
studiach bola detekcia CTCs spojena s nepriaznivou prognézou.

Po uvolneni CTCs buniek z primdarneho nadoru vacsina buniek v cirkuldcii uhynie vplyvom
nepriaznivého prostredia. PreZije len 1% buniek. Schopnost tvorit metastazy ma len 0,1% z nich.
Cirkulujuce nadorové bunky su tvorené heterogénnou populdciou buniek. Pri metastazovani nadoru sa
nadorové bunky z primarneho nadoru musia oddelit a putovat do vzdialenych miest. Diseminované
nadorové bunky (DTCs, po anglicky - disseminated tumor cells) si bunky usidlené v sekundarnych
organoch, napriklad v peceni, pltucach alebo kostnej dreni. DTCs bunky mézu byt v kludovom stave aj
niekolko rokov po odstraneni primarneho nadoru. Medzi CTCs bunky patria okrem spiacich
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dormantnych DTCs buniek aj apoptotické bunky. Jednym z antigénov, ktory sa vyuZiva na detekciu CTCs
pomocou protildtok, je adhezivna molekula epitelovych buniek (EpCAM). CTCs mdZu byt identifikované
aj protilatkami voci cytokeratinom. CellSearch™ (Veridex Corporation, Warren, NJ) imunofluorescencny
systém schvaleny FDA (Food and Drug Administration - Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv) je zalozeny
na detekcii EpCAM. Tento systém umoziiuje zachytit CTCs na zaklade expresie cytokeratinov 8, 18 alebo
19 a chybajucej expresie hematopoetickych antigénov CD45.

Cirkulujuce nadorové bunky maju viacero klinickych vyuZiti. CTCs sa daju vyuzit ako markery
progndzy nadorového ochorenia. Pri nadore prostaty bolo ukdzané, Ze pritomnost 5 a viac cirkulujucich
nadorovych buniek v 7,5 ml krvi bola asociovana s nepriaznivou prognézou ochorenia. Takyto pocet
CTC buniek vkrvi pacientov bol stanoveny ako hodnota spojena s kratSim prezivanim aj
pri nemalobunkovom (NSCLS) a malobunkovom karcinéme pltc (SCLC) a pri pacientoch s karcindmom
prsnika. CTCs bunky sa daju vyuZit aj na sledovanie odpovede na lie¢bu u pacientov s nadorovymi
ochoreniami. Pri odpovedi na terapiu dochadza k poklesu poétu CTCs. Znizenie poctu CTCs bolo
popisané po podani chemoterapie napriklad pripacientoch so SCLC, nadorom prostaty aj
pri pacientoch s nddorom prsnika. Ak sa vSak mnozstvo CTC po podani lie¢by zvysilo, tak pri takychto
pacientoch bola progndza ochorenia nepriaznivd. CTCs bunky sa mézu vyuZit aj ako prediktivny
biomarker. Prikladom takéhoto vyuzitia je analyza KRAS mutacie u pacientov s kolorektalnym
karcindmom alebo detekcia EGFR mutdcii u pacientov s NSCLC.

Neinvazivne analyzy cirkulujucich nadorovych buniek (circulating tumor cells) alebo
cirkulujucej nadorovej DNA oznacujeme ako tzv. tekuta biopsia.

Ziskavanie vzoriek konvencénou biopsiou ma viacero uUskali, medzi najzavaZznejSie z nich patri
skutoCnost Ze ide o pacienta zatazujuci invazivny zakrok, ktory je navySe aj ndkladnym vykonom.
V tychto pripadoch sa da vyuzit cirkulujica nadorovd DNA (circulating tumor DNA, ctDNA). Pri
bioptickom vysetreni nie vidy je moZné ziskat dostatoéné mnoZstvo materidlu na genetické analyzy,
dal$im problémom je geneticka heterogenita. Negativom odberu bioptického materialu je aj moznost
rozsevu nadorovych buniek v trase, ktorou po6jde punkénd ihla. Zobrazovacie vySetrovacie metddy
spb6sobuju oZiarenie pacienta. V porovnani s tymito vySetreniami ma tekuta biopsia viacero vyhod.
Umoznuje skoré diagnostikovanie onkologického ochorenia, progndzu, rezidudlnu chorobu, relaps
ochorenia a opakovanie vySetreni.

V roku 1989 Stroun a spoluautori ukdazali, Ze niektoré volne cirkulujuce DNA vyskytujlce sa
v plazme pacientov s nadorovym ochorenim pochadzaju z nddorovych buniek. Mutacie génu KRAS boli
zhodné s nadormi pltc, pankreasu a kolorektalnymi tumormi pri porovnani so vzorkami ziskanymi zo
stolice alebo sputa. Rovnaké mutacie v géne KRAS boli detekované v nadorovom tkanive u pacientov
s rakovinou pankreasu ako aj v cfDNA izolovanej z tychto pacientov. VySetrovanie mutdcii KRAS génu
moze sluzit ako prognosticky faktor u pacientov s kolorektalnym karcindmom. Testovanie mutacii EGFR
v plazme a sére sa ukazuje ako slubné pri pacientoch s nadorom pluc.

CtDNA sa da pouzit na analyzy pomocou alelovo-$pecifickej DNA, digitalnu PCR ale aj
celogendmovu sekvendciu. Pri digitalnej PCR prebieha PCR reakcia v olejovych mikrokvapdckach.
Rozdelenie PCR reakcie do Cciastkovych PCR reakcii umoZnuje absolutnu kvantifikaciu vzorky.
Koncentracia ctDNA koreluje s velkostou nadoru aso $tddiom ochorenia. Pacienti s nizsim Stadiom
nadorového ochorenia maju v plazme nizsie hladiny ctDNA v porovnani s pacientmi s pokrocilym
stupfiom nddoru a s horSou progndzou ochorenia. Vyhoda tekutej biopsie je v€asny zachyt ochorenia.
CtDNA sa da vyuzit na diagnostiku onkologického ochorenia. Pri pacientoch s kolorektalnym
karcinomom boli detekované mutacie KRAS génu v ctDNA este pred ndastupom ochorenia. KRAS
mutacie boli popisané v ctDNA aj pri pacientoch s rakovinou pankreasu. CtDNA je mozné poufit aj na
stanovenie progndzy ochorenia. Koncentracia ctDNA v plazme koreluje s velkostou tumoru a Stadiom
ochorenia. Studia, v ktorej bolo vysetrenych 640 pacientov s roznymi typmi nadorov, ukdzala 100-
nasobné zvysenie koncentracie ctDNA v Stadiu IV v porovnani so stadiom | onkologického ochorenia.
Pacienti s detekovatelnou ctDNA maju hor$iu prognézu v porovnani s pacientmi bez ctDNA. Dal$im
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prikladom vyuZitia ctDNA je mozZnost detekcie relapsu ochorenia a odpovede na lie¢bu. U pacientov
s nadorom prsnika moze ctDNA sluzit ako nastroj na ukazanie odpovede na chemoterapiu, takisto
ctDNA identifikovala u tychto pacientov nastup relapsu. CtDNA je mozné aplikovat aj na detekciu
vzniku sekundarnej rezistencie, ktora je pri pacientoch s onkologickymi ochoreniami pomerne ¢astym
javom. Prikladom sU mutdcie EGFR pri pacientoch s nadorom pluc, vznikajuce po liecbe cielenou
terapiou. Tekutd biopsia nie je aplikovatelnd na vSetky typy nddorov. Pacienti s nadormi mozgu maiju
nizke hladiny ctDNA kvéli krvno-mozgovej bariére. Ako zdroj ctDNA sa daju vyuzit aj iné tekutiny, ako je
plazma. Zdrojom ctDNA je moc v pripade nadorov mocového mechura, prostaty a obli¢iek, stolica
pri kolorektdlnom karcinédme a karcindme zaludka a stery z krcka maternice pri cervikdlnych nddoroch.

Analyza biopsie nemusi vidy odrazat Uplnu skladbu nadoru kvoli nddorovej heterogenite.
ctDNA pri tekutej biopsii, ktord pochadza z r6znych zdrojov nadorovych buniek v tele postihnutého
pacienta, by mohla tento problém odstranit. Schvélenie pouzivania tekutej biopsie EMA (European
Medicines Agency - Eurdpska liekova agentura) a FDA na detekciu pritomnosti nadorov a jej vyuzivanie
v klinickych Stadiach predstavuju milnik v personalizovanej onkoldgii a otvaraju nové mozZnosti
prinasajuce benefity pre pacientov s tymito zdvaznymi ochoreniami. Aj napriek pokrokom v oblasti
tekutej biopsie je potrebné si uvedomit, 7e tieto vy3etrenia doplfiaji konvenéné histologické
vySetrenie, ktoré ma stale svoju nezastupitelnd Ulohu v diagnostike a manazimente liecby
onkologickych ochoreni.

Zhubné nadory pltc

Zhubné nadory pluc patria k najéastejSim onkologickym ochoreniam na svete. Kazdorocne
postihne toto ochorenie 1,8 miliéna ludi a je priinou smrti u19,4 % pacientov s onkologickou
diagnézou. Pomer postihnutia pohlavi s prevahou muzov sa postupne stiera, a ¢oraz viac Zien trpi touto
zadkernou chorobou.

Etiologicky sa pri vzniku nadorov plic uplatiuju najma fajéenie, znecistenie ovzdusia
a expozicia karcinogénnym latkam pri urcitych povolaniach (napr. kov ako chrom a nikel, radioaktivne
latky, azbest, silikon a iné).

Typickymi klinickymi priznakmi zhubného plficneho nadoru su kasel, dychavi¢nost, bolesti
alebo tlaky na hrudniku, hemoptyza alebo aj strata hlasu. Niekedy byvaju typické opakujice sa
pneumodnie a strata hmotnosti. Metastatické nadory sa prezentuju priznakmi postihnutia daného
organu, napriklad bolestami kosti pri kostnych loZiskach alebo neurologickymi symptémami pri Sireni
do CNS. Niektoré plticne neoplazie mézu byt zdrojom produkcie rdéznych aktivnych substancii a tak sa
mozu prezentovat paraneoplastickymi syndrémami z nadprodukcie najma hormadnov (napr. serotonin,
parathormén, ACTH, iné).

Zakladnym zobrazovacim vysetrenim v diagnostike plucnych nadorov je rontgen, nasledovany
pocitacovou tomografiou (CT), magnetickou rezonanciou (MRI) a pozitrénovou emisnou tomografiou
(PET), ktoré je mozné vyuZit aj pri stanovovani rozsahu (tzv. stagingu) choroby. Jednoznacéné potvrdenie
tejto diagndzy viak spociva v bioptickom vySetreni materidlu nddoru ziskaného pri bronchoskopii.

Medzi najcastejSie zhubné plicne nadory patria karcindmy, ktoré reprezentuju neoplazie
vychadzajlce z epitelu, najma priedusiek, preto sa zvyknu oznacovat aj ako brochogénne karcinomy.

Zakladné histologické rozdelenie karcindmov je na skupinu nemalobunkovych karcinémov
(NSCLC — ,,Non-Small Cell Lung Cancer”), predstavujucu vacésinu (75 - 80%) plucnych karcindmov. Tu
patria spinocelularny (resp. skvamoézny) karcindm, vychadzajuci z metaplastického dlazdicového
epitelu bronchov, a adenokarcindm, vyrastajuci zo Zlazového epitelu bronchov, bronchiolov alebo
alveolov pluc. Medzi adenokarcindmy patri vacsie mnozstvo histologickych podtypov, napriklad
mucinozny (hlienotvorny) karcindm, papilarny adenokarcindm, solidny adenokarciném, velkobunkovy
adenokarcindm, adenoskvamézny karciném, sarkomatoidny karcinom, a iné).
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Zvysok karcindmov tvoria nadory s neuroendokrinnou morfolégiou, tu su zaradené
malobunkovy karciném (SCLC — ,,Small Cell Lung Cancer”), velkobunkovy neuroendokrinny karciném,
typicky karcinoid a atypicky karcinoid.

Malobunkové karcindmy sa v porovnani s NSCLC vyznacuju rychlejSim rastom a vzdialenym
metastazovanim uzZ v ¢ase diagndzy. Vacésina pacientov s SCLC je diagnostikovana v pokrocilom Stadiu,
kde uz nie je Sanca na chirurgickd liecbu aje potrebné vyuzit moznosti systémovej chemoterapie.
Pri pacientoch s pokrocilym SCLC je priemerné 5-rocné preZivanie menej ako 5% pacientov. V prvej linii
liecby sa pouziva chemoterapia na baze platiny.

Prognosticky priaznivejSie su spinoceluldarne karcindmy, najma ak v ¢ase diagndzy su v nizSom
$tadiu, o nieco horsiu progndézu maju adenokarcindmy.

Nadory plic sa vyznacuju vysokou mutaénou rychlostou. K detailnejSej charakterizacii
jednotlivych podskupin pulmonalnych nadorov prispeli poznatky z molekularnej biolégie a stali sa tak
sucastou rutinnej diagnostiky prispievajucej k zlepseniu prezivania pacientov s nadorom plic. Mutécie,
ktoré je mozné ovplyvnit cielenou molekularnou terapiou, boli zistené pri 20-25% adenokarcindmov.

Medzi najviac preskimané patria mutacie v EGFR géne, ktory kéduje receptor epidermalneho
rastového faktoru a translokdcie génu ALK. Tieto genetické alteracie prispievaju k citlivosti nadorovych
buniek na molekuly ovplyviiujice uréité tyrozinkindzové receptory, napriklad erlotinib, gefitinib
a afanitinib v pripade mutacii EGFR, v pripade ALK prestavieb sU pouzivané crizonitinib a ceritinib.
Napriek zvysSeniu priemerného preZivania pacientov pomocou takejto biologickej cielenej terapie u
pacientov dochadza po urcitom case ku vzniku rezistencie na tieto molekuly. Najc¢astejSou mutdciou
spOsobujucou rezistenciu voci EGFR tyrozinkinazovym inhibitorom je Thre790Met mutdcia v exéne 20,
ktord je vsak mozné terapeuticky ovplyvnit molekulami tretej generacie EGFR tyrozinkinazovych
inhibitorov, ako je napriklad osimeritinib.

Medzi dalSie mechanizmy vzniku rezistencie patria amplifikdcie MET a EGFR génu a mutacie
v génoch ALK a PIK3CA. Okrem najbeznejSich mutdcii u NSCLC, ako su EGFR a KRAS mutacie a prestavby
ALK génu boli popisané aj mutdcie v génoch HER2, BRAF a MET a fuzie v génoch ROS1 a NTRK1. Vyvoj
novych tyrozinkindzovych inhibitorov a lepSie pochopenie genetickych zmien pomocou najnovsich
metdd molekularnej bioldgie by mohli vyrazne prispiet ku skvalitneniu a predizeniu Zivota pacientov
s karcindmom pltc. Ako sflubnd sa ukazuje pri pacientoch s nddorom pluc aj imunoterapia. Tento typ
terapie sa nezameriava na samotny nador, ale na imunitny systém pacienta, ktory podporuje za u¢elom
eliminacie nadorovych buniek vlastnymi imunitnymi bunkami. Na stanovenie dlhodobého efektu
imunoterapie pri pacientoch s nddorom plic si vsak potrebné dalsie Studie. Sucastou trendov
v diagnostike nadoru pliuc sa stdva aj technolégia sekvenovania novej generdcie a vyuZite tekutej
biopsie, ktoré zatial iba doplfiaju histopatologické vysetrenie av budicnosti by mohli viest aj ku
predikcii UspesSnosti terapie a uréeniu progndzy pacientov s plicnymi nadormi.

Kolorektalny karcinom

Kolorektalny karcinom (KRK) patri medzi naj¢astejSie zhubné ochorenie na svete, postihujuce
hrubé crevo a konecnik, a ma stale stupajucu tendenciu. Muzi byvaju postihnuti o nieco CastejsSie ako
Zeny. Etiologicky sa pri vzniku KRK uplatfiiuju najma nezdrava vysoko kaloricka diéta a sedavy sposob
Zivota, nasledované fajéenim a pozivanim alkoholu. Niektoré z chronickych zépalovych ochoreni
hrubého ¢reva mozu tiez prispievat ku zvySenej nachylnosti na vznik KRK, patri sem najma ulcerdzna
kolitida a Crohnova choroba.

Niektori pacienti s KRK su asymptomaticki, u inych sa objavuje hematochézia a anémia, ktoré
sa daju lahko zistit pri pravidelnych preventivnych kontrolach. U inych pacientov byva pritomna zmena
vyprazdiovacich ndvykov, charakterizovana striedanim niekolko driovej obstipacie s hnackami. Medzi
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ostatné symptomy patria nechutenstvo, strata hmotnosti a bolesti brucha. Zakladnymi vysetrovacimi
metddami su kontrastna radiografia, CT, MRI a PET, pri¢com najdélezitejSie je opat endoskopické
vysetrenie (kolonoskopia, rektoskopia), ktoré poskytuje aj moznost odberu vzorky na bioptickd analyzu.

Kolorektalne karcindmy su adenokarcindmy, ktoré sa rozdeluju z histologického hladiska na
viaceré podtypy. NajcastejSim je ,konvencny” kolonicky typ adenokarcindmu, nasledovany
mucinéznym karcindmom. Ostatné typy predstavuji adenokarcindm z prstencovitych buniek,
adenoskvamoézny karciném, ,meduldrny” karciném a nediferencovany karciném. Specidlnou skupinou
nadorov su lézie z neuroendokrinnych buniek, oznacované ako neuroendokrinné tumory (NET).
Niektoré zo zhubnych nddorov mozu vznikat na podklade prekurzorovych lézii hrubého ¢reva a rekta,
ktoré oznacujeme ako adendmy. V pripade vyskytu viacpocetnych adendmov v hrubom ¢reve, najma
v nizSom veku, je potrebné zvazit aj moznost ich hereditarneho vyskytu — familidrna adenomatdzna
polypdza.

Kolorektalny karcindm je vysledkom viackrokového procesu. Toto ochorenie je v 80% pripadov
sporadické a u 20% pacientov sa dedi predispozicia — v tom pripade hovorime o dedi¢nych nadoroch.

Hereditarne KRK su asociované s mutaciami v génoch APC, MLH1, MSH2, MISH6 a PMS2. APC
gén je lokalizovany na 5 chromozéme v oblasti 5q21-g22 a reguluje prostrednictvom -kateninu Wnt
signalnu drdhu. MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2 gény zohravaju Ulohu v oprave replikacnych poskodeni
vDNA, su to tzv. ,mismatch repair” gény. Testovanie na tieto mutacie je odporucané
vo vysokorizikovych rodindch so véasnym nastupom ochorenia. Mutacie v tychto génoch vedu ku
akumuldcii zmien v inych génoch, ktoré nie su nasledne opravené reparacnymi mechanizmami a vedu
ku abnormalnej proliferacii poskodenych buniek. Tento opravny proces je dolezity hlavne v crevnej
sliznici.

Jednym z vyznamnych objavov v terapii KRK bolo zistenie prinosu EGFR inhibitora v liecbe
pacientov s tymto ochorenim. U tychto pacientov by sa mala realizovat molekularne-biologicka analyza
v génoch KRAS, NRAS a BRAF na pritomnost mutacii. Na zaklade tychto vysledkov sa potom odvija
naslednd liecba zamerand proti receptoru pre EGFR, medzi najznamejsie molekuly patria panitumumab
a cetuximab.

Mutacie KRAS a NRAS, spdsobujuce trvalu proteinovu aktivaciu v tumore, su negativhym
prediktivnym biomarkerom pre anti-EGFR terapiu. U tejto skupiny pacientov je blokovanie
monoklonalnou protildtkou proti EGFR receptoru neucinné. Mutdcie v géne KRAS sa vyskytuju
pri priblizne 40% pacientov a NRAS mutdcie su pritomné pri 4-6% pacientov s KRK. Pri géne KRAS je
najcastejsie mutovany exén 2 (v kodénoch 12 a 13). Dal3ie ¢asté mutdcie onkogénov RAS sa vyskytuju
v exdne 3 (v kodénoch 59 a 61) avexdne 4 (v kodénoch 117 a 146). BRAF mutacie sa vyskytuju
pri priblizne 10% pacientov s KRK. Pritomnost BRAF mutdcii je povaZovana za nepriaznivy prognosticky
faktor. Pacienti s tymito mutdciami maju vysoké riziko navratu ochorenia a tvorby metastdz. BRAF a RAS
mutacie sa pritychto ochoreniach navzajom vyluéuju. To znamend, Ze ak ma pacient s KRK
v nadorovych bunkach RAS mutacie, nie su tam pritomné mutacie v géne BRAF. Testovanie mutdcii RAS
je utychto pacientov uZ sucastou diagnostiky s naslednou Standardnou lie¢bou monoklonélnou
protilatkou. Metddy molekuldrnej bioldgie prispeli aj u tohto typu nadorového ochorenia k posunu
poznatkov a ku vytvoreniu lie€by na mieru.

Zhubné nadory prsnika

Zhubné nadory prsnika su najéastejSou rakovinou u Zien, u ktorych tvoria takmer azZ stvrtinu
vsetkych onkologickych diagndz. Incidencia rakoviny prsnika ma celosvetovo vzrastajucu tendenciu, s
postihovanim coraz mladsich vekovych kategérii. V etioldgii malignych nadorov prsnika sa uplatiuju
viaceré faktory, ako su diéta, reprodukcéné faktory a hormonadlny status. Medzi rizikové faktory patria
najma skory nastup menarché, nuliparita a neskory vek pérodu prvého dietata. Nadory prsnika sa delia
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do viacerych podskupin vzajomne sa liSiacich genetickym pozadim, prognézou a odpovedou na liecbu.
Ku zlepsSeniu klasifikacie tychto ochoreni prispeli aj poznatky v oblasti molekuldrnej bioldgie.

Zhubné nadory prsnika nemusia mat Specifickii symptomatoldgiu, mnohokrat sa prezentuju iba
ako hmatny tumor v prsniku, inokedy sa najdu ndhodne pri preventivhom vysetreni, ktoré vyuZziva
okrem palpacie aj zobrazovacie metddy, najméa ultrasonografiu (USG) a mamografiu. V pripade
podozrivého ndlezu sa dalej vyuzivaju CT a MRI, ktoré umoZnia aj stanovenie rozsahu ochorenia.
Pokroc¢ilé nadory mozu erodovat kozny povrch prsnika, alebo sa prejavuju sekréciou ¢i vtiahnutim
bradavky. Bolestivost zvyéajne nebyva typickym priznakom. Specidlnym klinickym prejavom nadoru
prsnika moze byt edém a zacervenanie koze prsnika, vtedy hovorime o tzv. inflamatérnom karcindome.

Zhubné nadory prsnika tvoria pomerne heterogénnu skupinu ochoreni, z ktorej su najcastejsie
karcinédmy. Karcindmy prsnika (KP) je mozné roz€lenit na dva zakladné typy: duktalny karciném
a lobularny karciném, ktoré oba mozu byt bud vo forme preinvazivneho (tzv. in situ) ochorenia ako aj
v invazivnej podobe. Medzi ostatné Specidlne podtypy KP patria napriklad: tubuldrny karciném,
mucindzny karcindm, papilarny karcindm, kribriformny karcindm, neuroendokrinny karcinédm,
apokrinny karcindm, metaplasticky karcindm, ainé (celkovo pocet Specialnych podtypov dosahuje
takmer 40).

Karcindmy prsnika vznikaju akumuldciou genetickych aberdcii vratane bodovych mutacii,
amplifikacii, delécii, duplikacii a translokacii. Va¢sina nadorov prsnika vznikd akumulaciu genetickych
zmien v somatickych bunkach, hereditdrne formy tvoria iba 10% ochoreni. Gény, ktoré zvysuju
nachylnost na vznik rakoviny prsnika delime do troch skupin, patria sem gény s vysokou, strednou
a nizkou penetranciou.

Gény s vysokou penetranciou su BRCA1 a BRCA2. Zarodo¢né mutdcie v tychto génoch zvysuju
riziko karcinému prsnika 15 az 20 krat v porovnani s populdciou, v ktorej tieto mutacie nie su. Nadory
pozitivne na BRCA1 mutdcie sa oznacuju ako ,triple” negativne, ¢o znamend, Ze su pri
imunohistochemickom vySetreni negativne na estrogénovy receptor, progesterénovy receptor a na
HER2 (receptor [udského epidermalneho rastového faktoru). BRCA1 a BRCA2 su tumor-supresorové
gény zohrévajuce ulohu pri oprave dvojretazcovych zlomov.

Prikladom mierne rizikového génu pri karcindme prsnika je gén CHEK2. So zvySenym rizikom
karcindmu prsnika su asociovné aj mutdcie dalSich génov ako je napriklad gén PTEN alebo CDH1.

Celogenémové asociacné studie (,genome-wide association studies”), zndme pod skratkou
GWAS, viedli k identifikacii génov ako FGRF2 kédujucom fibroblastovy rastovy hormoén, RAD51L1,
a dalSich génov, ktorych mutdcie zvysSuju riziko vzniku nadoru prsnika. Analyza polymorfizmov v
signalnej kaskade TP53 viedla k identifikacii alelického variantu v pozicii 309 promdtoru v MDM?2 géne,
kontrolujicom expresiu TP53 génu. MDM2 gén kdduje ubiqitin-ligdzu, regulujicu degraddaciu p53.
Vyssia expresia tohto génu sposobuje znizenie hladiny aktivneho p53 proteinu.

Cielena terapia pri nadoroch prsnika ukazala obrovsky efekt, aj ked'ide len o urcitd podskupinu
pacientov. Trastuzumab je rekombinantnd monoklondlna protildtka voci receptoru HER2, ktora
pri HER2 pozitivnych tumoroch inhibuje proliferaciu nadorovych buniek a vedie k predizeniu Zivota
pacientok. ZvySena expresia HER2 sa vsak vyskytuje len pri 15-18% pacientok s karcindmom prsnika,
v pripadoch bez HER2 expresie je lieCba transtuzumabom neucinna.

Na zdklade Studii profilovania génovej expresie boli stanovené zaklady pre tzv. molekulovu
klasifikaciu KP, ktora rozliSuje Styri podtypy nddorov: luminal A, luminal B, HER2 pozitivne a basal-like
karcinomy (oznacované aj ako ,triple“ negativne nadory).

Luminal A a B karcindmy vykazuju expresiu horménovych receptorov, luminal B navyse méze
vykazovat aj expresiu HER2 a expresia hormdnovych receptorov je vtomto type variabilnejSia ako
u luminal A resp. je redukovand. Luminal B karcindmy maju zvySenu expresiu proliferacnych génov a
horsiu progndzu v porovnani s luminal A karcindmami.

HER2 karcinémy maju zvySenu expresiu HER2 génu pri negativite hormdnovych receptorov.
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Basal-like karcindmy maju nizku alebo Ziadnu expresiu hormoénovych receptorov a HER2, byva
tu pritomnd mutacia v géne TP53. Basal-like karcindmy prsnika si pomerne agresivne ndadory
s nepriaznivou prognézou.

V roku 2007 bol popisany karcindm prsnika typu ,claudin-low”. Tento nador je ,triple“-
negativny a ¢asto metastdzujuci uz v ¢ase diagndzy. Nadorové bunky sa podobaju kmerfiovym bunkdam
a maju nizku expresiu adhéznych molekul.

Pred samotnou liecbou karcindmu prsnika je potrebné pri bioptickom vySetreni okrem
histologického typu arozsahu ochorenia stanovit pritomnost estrogénovych a progesterénovych
receptorov a HER2 v nddorovych bunkach.

Pri ,triple“-negativnych nadoroch, medzi ktoré patria aj BRCA1 a BRCA2 pozitivne nadory, je
nadejou liecba PARP inhibitormi. Enzym PARP (polymerdza polyADP-rib6za) sa podiela na oprave
jednovldknovych zlomov v DNA pomocou vymeny bdz. Pri zablokovani PARP nadorové bunky nie su
schopné opravit jednoretazcové zlomy v DNA a tie sa nasledne menia na dvojretazcové zlomy, ktoré sa
za normalnych okolnosti opravuju homologickou rekombindciou. V homologickej rekombindcii
zohrdvaju ulohu proteiny kédované génmi BRCA1 a BRCA2. Pripacientkach s mutdciami BRCA1
a BRCA2 sa vsak nasledkom mutécii hromadi poskodenie v bunke a mdze dojst az k zaniku nadorovej
bunky. Pri podavani monoklondlnych molekul olaparibu ainaparibu bolo pozorované zvysené
prezivanie pacientok s karcindmom prsnika. Olaparib bol poddvany samostatne a uinaparibu boli
indikované aj gemcitanib a karboplatina.

Cennym nastrojom v diagnostike karcindmu prsnika je technoldgia sekvenovania novej
generdacie, ktorym mozeme detegovat velké mnozstvo mutacii a alteracii. Technoldgia celoexdmového
sekvenovania a bioinformatickych analyz umozZiiuje detegovat driver mutécie, hotspot mutdcie (to su
mutacie, ktoré vznikaju v gendme castejsSie) a oblasti, ktoré su potencidlnym cielom pre terapiu. Na
vsetky tieto vySetrenia je potrebné ziskat vzorku z nadoru, najidedlnejsie v ,Cerstvom” nefixovanom
stave. Nevyhodou je, Ze nie vidy je to mozné a takisto ndm biopsia nddoru neposkytne informacie
o heterogenite nadoru. Preto pritomto ochoreni by mohla byt nadejou, prispievajucou ku véasnej
detekcii nddorovych buniek tekuta biopsia. Z nedavnych studii sa ukazuje, Ze technoldgie sekvenovania
novej generacie su schopné detegovat somatické mutacie v cirkulujucej nadorovej DNA a mozu byt
spolahlivym nahradnym markerom, ktory identifikuje heterogenitu nadoru a vyvoj mechanizmov
rezistencie. Tekutou biopsiou boli detekované aj somatické mutacie v génoch TP53 a PIK3CA, pritomné
aj v primarnom nadore. PIK3CA mutacie sposobuju rezistenciu na transtuzumab a zhorSuju progndzu
pri liecbe karcindmu prsnika. Vinych pracach sa zistilo, Ze mutacie detekované v tekutej biopsii sa
v primarnom nadore pri karcinéme prsnika nedetekovali. To odraZa skuto¢nost, Ze tekuta biopsia ma
neocenitelny vyznam pri sledovani nadorovej heterogenity a v buddcnosti sa bude ¢oraz viac vyuzivat
aj pri diagnostike a sledovani Uspesnosti liecby nddorov prsnika.

Karciném prostaty

Karcindm prostaty patri medzi najéastejsSie onkologické ochorenia u muZov. Na Slovensku je
roéne diagnostikovanych 1000 — 1200 pripadov. Castejsie postihuje star§ich muZov. Incidencia tohto
ochorenia je na vzostupe, ¢o mozno vysvetlit skriningovym vysetrenim prostatického Specifického
antigénu (PSA) z krvi. Etiologicky sa uplatfiuju najma hormonalne faktory, menej dolezity vplyv na vznik
karcindmu prostaty maju diétne faktory ¢i Zivotny styl.

Vacsina pacientov s rakovinou prostaty je asymptomaticka, ochorenie sa zisti iba na zaklade
vySetrenia hladiny PSA, kedy sa pri jej zvySeni indikuje palpacné vysetrenie a biopsia prostaty. Pri
vacsich nadoroch mozu byt pritomné priznaky ako pri hyperplazii prostaty, najma cCastejsSie mocenie,
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obtiazne mocenie, pri erodovani sliznice mocového mechura nddorom sa méze vyskytnut hematuria,
pri infiltracii rekta sa objavi krv v stolici. Niektori pacienti sa prezentuju az v Stadiu metastatickej
choroby, s ndlezom zvacsenych lymfatickych uzlin (niekedy az v supraklavikularnej oblasti), s bolestami
v kostiach a kiboch alebo priznakmi pltcneho postihnutia.

Na diagnostiku tohto ochorenia sa pouziva okrem uZz spominanej sérovej hladiny PSA najma
palpacia, transrektalna USG, CT a MRI. Pri ureni stagingu choroby je velmi uZito¢né vySetrenie PET.
Najdolezitejsie v diagnostickom algoritme je bioptické vysetrenie nadoru formou core-cut biopsie alebo
transuretralnej resekcie prostaty.

NajcastejSim nddorom v prostate je acindrny adenokarcindm, zriedkavejSimi podtypmi su
duktalny karcindm a neuroendokrinny karciném.

Dedi¢nost sa pri rakovine prostaty vyskytuje v priblizne 10% pripadov. Zvysené riziko karcindmu
prostaty bolo popisané u muZov s mutaciami v géne BRCA2. U ostatnych pacientov vznikd toto
ochorenie v dobsledku mutdcii ziskanych v somatickych bunkach v priebehu Zivota. Vo véasnych
Stadidch ochorenia su nadorové bunky androgén dependentné. Tento fakt sa vyuZiva aj pri terapii
v pociatocnom $tadiu ochorenia. Neskor sa vSak nador stdva nezdvislym od androgénov a blokovanie
androgénov prestava byt efektivne. Metddy celogendmove] sekvendcie identifikovali genetické
aberdacie charakteristické pre tieto ochorenia. Kym pri vaésine onkologickych ochoreni su ¢asté bodové
mutacie, pre karcindm prostaty su typické rozsiahle génové prestavby a zmeny v pocte kdpii. To ma za
nasledok stratu jedného alebo obidvoch tumor-supresorovych génov ako su PTEN, NKX3.1, TP53
a CDKN1B a prestavby ERG génu a SPOP mutdcie. NajcastejSim fuznym génom pri karcindme prostaty
je prestavba TMPRSS2-ERG. Tato fuzia ovplyviuje expresiu ETS transkripénych faktorov. ETS
transkripéné faktory su evoluéne konzervované a ovplyviiuju bunkovu proliferaciu, apoptézu,
hematopoézu a diferencidciu. Nadory, ktoré su ETS pozitivne, maju horSiu prognézu a Castejsie
metastazuju v porovnani s ETS negativnymi nadormi. U ETS pozitivnych nadorov su aj castejsie
chromozémové prestavby. Nadory s fuznym génom TMPRSS2-ERG su pomerne agresivne a nezavislé
od androgénov. Dal$imi mutéciami, ktoré boli popisané pri nddoroch prostaty, si mutacie v génoch
SPOP, FOXA1 a variacie poctu képii v génoch MYC, RB1, PTEN a CHD1. Prikarcindme prostaty bola
popisand hypermetyldcia viacerych génov. Jednym z takychto génov je aj GSTP1, kddujuci glutatién S-
transferdzu triedy fi. Protein kddovany tymto génom zohrdva Ulohu pri detoxifikacii buniek premenou
lipofilnych metabolitov na lipofébne. Medzi dalSie gény, ktorych promdtorova hypermetylacia bola
popisana pri karcindme prostaty, patria gén APC, sp6sobujuci familidrnu adenomatéznu polypdzu, gén
MDR1 kddujuci P-glykoprotein sp6sobujuci liekovu rezistenciu, gény E-cadherin a TIG1 podielajlce sa
na adhézii buniek, gény kddujuce receptory steroidnych hormoénov ERa, ERf3, RARB, gény PTGS2/COX2
podielajlce sa na zapale a gén CRBP1 zohravajuci Ulohu v apoptdze. Detekcia metylacie génov by mohla
byt vhodnym biomarkerom véasného zachytu ochorenia ako aj potencidlnym cielom pre liecbu.

Maligny melaném

Maligny melanédm (MM) koZe je onkologické ochorenie s heterogénnou etiolégiou a trvalo
stupajucou incidenciou. Je to nador, ktory vznikd malignou premenou melanocytov, buniek bazalnej
vrstvy epidermis, ktoré tvoria pigment melanin. MM je z prognostického a prediktivneho hladiska
zédvazné ochorenie s moZnost metastdzovania aj po mnohych rokoch. Etiologicky sa pri vzniku MM
uplatiiuje hlavne expozicia UV Ziareniu, ktord md kumulativny charakter, najma v kombindcii
s endogénnymi faktormi (bledy typ pokozky, imunodeficit, geneticka predispozicia).

MM sa prejavuje ako zvacSujuca sa pigmentova lézia alebo nodul na koZi, resp. na sliznici,
s variabilnym pigmentovanim, s moznym krvacanim, svrbenim alebo aj bolestivostou. Casto maju lézie
typu MM nepravidelné okraje. Diagnéza MM patri do ruk skuseného onkodermatoldga, ktory na
zédklade dermatoskopického vysetrenia dokaze stanovit vysoku suspekciu na MM a odoslat pacienta
na jeho extirpdciu s naslednym bioptickym vySetrenim nadoru.
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Z histologického hladiska rozliSujeme dva zakladné typy MM, a to superficialne sa Siriaci MM
anoduldarny MM. Medzi menej Casté patria lentigo maligna, akralny lentigindzny melaném,
dezmoplasticky melaném, névoidny melandém a iné.

S rozvojom genetickych metdd sa rozsirili poznatky aj v oblasti biolégie MM. Pri jeho vzniku sa
uplatnuje najmé interakcia faktorov z prostredia a geneticka nachylnost. Melandmy rozdelujeme u
Kaukazoidnej populacie do dvoch subtypov. Prvym si melanémy bez chronického poskodenia sinkom
oznacované ako non-CSD (,,non chronically sun damaged”). Druhym typom su mutdcie spdsobené
slnec¢nym Ziarenim a oznacuju sa ako CSD (,, chronically sun damaged®). Tieto dve skupiny sa vzajomne
odlisuju pritomnostou driver mutdcii. Pri non-CSD melandmoch je ¢astd mutacia BRAF p.V600E.
Zvysené riziko vzniku melandmu bolo zistené pri mutdciach v géne CDKN2A a CDK4. Gény s nizkou
penetranciou spdsobujlice nachylnost na melandm ovplyviiuji pigmentaciu koze. Patria medzi ne gény
SLC45A2, TYR, RB1,MCI1R, OCA2, MITF a ASIP. Priekopnickou Studiou bolo zistené, Ze pri MM su
pomerne casté mutdcie v nekddujucich regulacnych oblastiach génu TERT kddujuceho enzym
telomerazu. Tento objav je zaujimavy z toho hladiska, Ze patogénne mutacie mozu byt lokalizované aj
v nekddujucich oblastiach gendmu. Dal$imi génmi, ktoré su &asto mutované, su gény ovplyviujice
bunkovu proliferaciu (BRAF, NRAS a NF1). Mutacie v génoch RAS a NF1 su charakteristické pre CSD
melandmy. Gén BRAF je dolezitym terapeutickym cielom a je mutovany u 50% melanémov. V 80%
pripadoch BRAF mutdcii ide o BRAF p.V600E mutaciu. Gén BRAF je ¢len MAPK (mitogénom aktivovana
proteinkindza) signalnej drahy, regulujicej bunkovy rast, delenie, diferencidciu a apoptdzu.

Na liecbu melandmu sa Standardne vyuzivaju inhibitory BRAF mutacie vemurafenib a
dabrafenib. Prikladom dalSich mutacii opisanych pri MM su genetické zmeny postihujice gény
regulujuce bunkovy metabolizmus a rast (PTEN a KIT), bunkovu identitu (ARID2 — protein obsahujuci
interaktivnu doménu bohatl na AT nukleotidy) a apoptdzu (TP53). Niektoré zo spominanych mutacii
zohrdvaju ulohu aj v metastazovani nddorovych buniek. Z celogendmovych sekvenacii u pacientov s
MM bola zistena aj pritomnost mutacii v génoch RAC1, PPP6C a STK19. Mutacie v spominanych génoch
by mohli byt tzv. ,driver” variacie, ktoré su rozhodujlice pre onkogenézu a poskytuju nadorovym
bunkam selektivnu vyhodu. S tvorbou metastaz koreluji mutacie v géne CDKN2A. Dal$imi génmi su
¢lenovia chromatin remodelujiceho SWI/SNF komplexu, najma gény ARID2 a ARID1A. Mutacie v géne
TP53 su ndjdené u priblizne 20% metastazujucich melanémov. To naznacuje, ze ku vzniku tychto
mutacii dochddza neskor. Takisto ako aj ku mutaciam v géne PTEN, ktoré boli ndjdené aZz u hrubsich a
metastazujucich melanémoch. Nadejou v terapii MM méze byt aj ovplyvnenie epigenetickych zmien.
Medzi gény s vysSou hypermetylaciou patria hlavne RIL, ECAD, RASSF1A, NKX2-2, OLIG2 a HAND1.
Pochopenie evollcie melandmov povedie k zlepseniu zachytu, diagnostiky a liecby tohto ochorenia.
Pri tomto ochoreni sa ukazuje ako obrovska nadej v poslednych rokoch liecba pomocou imunoterapie.

lll. Metddy molekulovej genetiky

Izolacia nukleovych kyselin

DéleZitym krokom pri molekulovo-genetickych analyzach je izolacia nukleovych kyselin.
Nukleové kyseliny musia byt vyizolované v dostatonom mnoiZstve a Cistote, aby bolo vhodné s nimi
nadalej pracovat. Pre Uspesnu purifikaciu nukleovych kyselin je potrebné odstranit z cielovej nukleovej
kyseliny iné nukleové kyseliny — napr. priizolacii RNA je nevyhnutné zbavit eluat molekidl DNA a naopak,
ale aj proteinov, lipidov, karbohydratov a pod. Nukleové kyseliny moézu byt izolované zrdznych
biologickych materialov (krv, krvné bunky, plazma, zaschnuta krv, sliny, moc, biopsia, bunkova kultura
a iné). Délezité je dodrzanie odberovych postupov, ked napr. pri izolacii nukleovych kyselin z periférnej
krvi alebo kostnej drene, je nutny odber do skimavky potiahnutej na vnutornej strane EDTA (etylén-
diamino-tetraoctova kyselina) na zabranenie zrdzania krvi. DNA molekula je relativne stabilna
v porovnani s RNA. Pri izoldcii je viak potrebné zabranit vstupu aktivnych nukledz do roztoku s DNA,
aby sa zabranilo degradacii DNA. Vo vodnom roztoku dochadza ku kyslej hydrolyze DNA, preto sa na jej
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uchovavanie odporuca radsej alkalicky pufor, ako je napriklad TE pufor alebo komerc¢né pufre, ktoré su
dodavané s kitmi na izolaciu DNA. TE pufor obsahuje latku Tris (tris(hydroxymetyl)aminoetdn) a EDTA.
Izolaciu DNA alebo RNA mézeme rozdelit do Styroch krokov: rozbitie bunky (disrupcia), lyza bunky,
odstrdnenie proteinov a necistot, ako su soli, fenol, etanol a detergenty, a poslednym krokom je
ziskanie RNA alebo DNA. Proteiny a necistoty sa daju pri izolacii nukleovych kyselin odstranit roznymi
spOsobmi. Jednym z nich je pouZzitie organickych zli¢enin, ako je fenol, chloroform a izoamylalkohol. Je
tu doblezita koncentracia soli a pH. Necistoty su oddelené do organickej fazy a DNA alebo RNA ostava vo
vodnej faze. Nukleové kyseliny sa ziskaju alkoholovou precipitaciou a naslednou centrifugdciou. Tato
metdda vyuZiva toxické zluceniny aje casovo ndrocnd. Inou metddou odstrafiujicou proteiny
a nedistoty je gradientova centrifugdcia v cézium chloride (CsCl). Pri tomto postupe su bunky lyzované
detergentom, lyzat je precipitovany alkoholom. Resuspendovand DNA je zmieSana s CsCl
a etidiumbromidom (EtBr) a centrifugovand niekolko hodin. Prizok DNA je lokalizovany
v centrifugacnej skimavke, extrahovany izopropanolom (odstrariuje EtBr) a potom precipitovany
etanolom, v ktorom je DNA. Touto metddou sa ziska DNA vysokej kvality, ale je ¢asovo ndro¢na a draha
a nie je vhodna na rutinné pouzivanie. Jednoduchou, rychlou, spolahlivou a lacnou technolégiou je
metdda vyuZivajuca oxid kremicity. Principom tejto metddy je selektivna adsorbcia DNA na gél oxidu
kremicitého v pritomnosti vysokych koncentracii chaotropnych soli. V tejto metdde sa vyuzivaju pocas
lyzy optimalizované pufre. Na kremicitanovom géli je absorbovana len DNA, bunkové proteiny
a metabolity ostdvaju v roztoku asu postupne vymyvané. DNA je eluovand z membrany pomocou
pufrov s nizkou koncentraciou soli a je vhodna na okamzité poufzitie.

Stanovenie mnoiZstva, Cistoty a kvality nukleovych kyselin

Koncentraciu a €istotu nukleovych kyselin mozno zistit roznymi spdsobmi. Jednym spdsobom
je meranie spektrofotometrom. Nukleové kyseliny absorbuju UV Ziarenie s maximom absorbancie
v oblasti vinovej dizky okolo 260 nm. Z hodnét optickej hustoty sa da stanovit koncentracia a &istota
vzoriek podla empirickych vztahov. Meranie koncentracie prebieha pri vinovych dizkach 260 a 280 nm.
To umoZni hodnotenie Cistoty vzorky, oCakdvané pomery su 1.8 pre DNA a 2.0 pre RNA. Pomer
absorbanci 260/280 mensi nez 1,75 svedci pre obsah kontaminujucich bielkovin. V pripade vyssieho
obsahu necist6t sa vzorka znovu reprecipituje. Klasicky spektrofotometer meria celé spektrum Ziarenia,
zvycajne UV Ziarenie a spektrum viditelného svetla. Vzorky si merané v kyvetach. Nevyhodou tychto
pristrojov je nutnost pouZivania kyviet a €asovd naro¢nost merania koncentracie. Daldim typom
spektrofotometra je Nanodrop. Vyhodou tohoto pristroja je meranie koncentracie nukleovych kyselin
bez nutnosti pouzivania kyviet. Vzorku nie je potrebné pred meranim riedit. Postacuje aj 1 mikroliter
vzorky, ktory sa nana$a medzi optické povrchy, ktoré reguluji vysku stipca kvapaliny (vzorky).
Koncentraciu nukleovych kyselin je mozné stanovit aj pomocou mikroflourometru. Prikladom takéhoto
pristroja je fluorometer Qubit®, ktory umoziuje presnu kvantifikaciu nukleovych kyselin s vyuZitim
Specifického flourescencného znacenia.

PCR - polymerazova retazova reakcia

Polymerdazova retazova reakcia (PCR - z anglického polymerase chain reaction) je technika
umoziujuca namnozit cielovy Usek DNA bez pomoci buniek. Pred jej objavenim bol jediny spbsob
namnoZenia DNA vnesenie do plazmidu baktérie a klonovanie. PCR reakcia prebieha v pristrojoch
termocykleroch, meniacich teplotu v poZadovanych ¢asovych intervaloch podla zvoleného programu.
Pred objavenim termocykleru sa museli skimavky prenasat medzi jednotlivymi vodnymi kupelmi
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s roznou teplotou. Bolo to nepraktické acasovo narocné. Prielomom v PCR technoldgii bolo aj
objavenie termostabilnej DNA polymerdzy, pochadzajlcej z baktérie Zijucej v termalnych pramenoch
Yellowstonského narodného parku. Dovtedy sa pouZival Klenow fragment DNA polymerazy | ziskany
z baktérie Escherichia coli, ktory teploty okolo 95°C nevydrZal. Preto sa musel pridavat pred kazdym
cyklom. PCR vymyslel v roku 1983 kalifornsky vedec Kary Mullis, ktory za svoj objav dostal v roku 1993
Nobelovu cenu. Pri tejto metdde sa cyklicky opakuju tri kroky: denaturdcia DNA vlakna, naviazanie
primerov (oznacované anglickym terminom annealing) a elongdcia DNA vlakna. Pri PCR reakcii je
potrebné poznat asponi ¢ast sekvencie, ktord chceme naamplifikovat, aby sme mohli navrhnut primery.
Pri denaturacii dochadza k oddeleniu oboch retazcov DNA rozpadnutim vodikovych vézieb v désledku
zahriatia reakénej zmesi na teplotu 90-98°C podla typu pouzitej polymerdzy. Druhym krokom je
ochladenie zmesi na 50-65°C. Ochladenie umoZni primerom naviazat sa na cielovy Usek DNA
vodikovymi vizbami podla pravidel komplementarity. V tretom kroku dochddza k syntéze DNA vlakna
pomocou enzymu DNA polymerdzy podobne, ako tomu je pri replikdcii DNA. Taq polymeraza pridava
nukleotidy k volnym 3’ - koncom primerov. Tento treti krok (elongacia) prebieha zvycajne pri teplote
72°C. Pocas PCR reakcie sa mnoZstvo utvorenych retazcov DNA zvy3uje exponencialne. Zlozky reakénej
zmesi PCR reakcie su: templdtovd DNA, termostabilnd Taq polymeraza, primery, reakény pufor,
dvojmocné katidny MgCl; a PCR voda. Templatova DNA obsahuje sekvenciu, ktord chceme pomocou
PCR namnotzit - amplifikovat. Termostabilnd Taq polymeraza syntetizuje nové vldkno DNA pridavanim
volnych deoxynukleotidtrifosfatov, MgCl, idny sluzia ako kofaktor Taq polymerdzy. Primery su kratke
jednoretazcové oligonukleotidy DNA, ohranicujice poZzadovany amplifikovany usek DNA, a pufor
zabezpeduje optimalne pH a chemikalie potrebné pre ¢innost Taq polymerazy. Po PCR reakcii mdzeme
vytvorené produkty vizualizovat a separovat elektroforeticky. PCR reakcia ma aj viaceré varianty ako
su touchdown PCR, nested PCR, RT-PCR, alelovo-sSpecifickd PCR a PCR v redlnom case.

Pri touchdown PCR sa annealingova teplota zvoli vyssia ako bola vypocitana pre nasadnutie
primerov. Zvolend annealingova teplota sa znizuje v kazdom cykle. Tymto postupom sa uprednostinuje
amplifikicia Specifickych produktov. Nested PCR pozostdva z dvoch krokov. V prvom kroku sa
amplifikuje vybrany dIhsi isek DNA. V druhom kroku je templatom produkt z prvého kroku s druhym
parom primerov. Vysledkom je kratsi PCR produkt. Tato metdda zvysuje citlivost PCR. V muliplex PCR
sa vyuZiva viac primerovych pdrov, ¢im sa amplifikuje viacero DNA Usekov sucasne. Pri RT-PCR je
vychodiskovou nukleovou kyselinou RNA, ktora sa najskor musi prepisat do cDNA prostrednictvom
enzymu reverznej transkriptazy a cDNA sa pouzije ako templat pre PCR. Alelovo-Specificka PCR vyuZiva
na detekciu mutdcie primery s odliSnou sekvenciou na 3’koncoch. Jeden primer detekuje mutaciu,
druhy primer detekuje sekvenciu bez mutdcie. PCR reakcia neprebehne, ak 3’koniec nie je
komplementarny ku templatovej DNA. PCR v redlnom ¢ase bude detailnejSie popisana neskor v texte.
PCR reakcia ma vela aplikacii. M6Zzeme pomocou nej zistovat pritomnost mutécii a polymorfizmov
asociovanych s genetickymi ochoreniami. Prikladom wvyuZitia PCR je aj identifikdcia pritomnosti
patogénnych baktérii alebo virusov.

Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza je zakladna separa¢nd metdda nukleovych kyselin ako si RNA a DNA. Obidve
molekuly st pri neutrdlnom pH zdporne nabité a pohybuju sa v elektrickom poli ku kladnej elektréde.
Fragmenty nukleovych kyselin sa separuju podla velkosti. KratSie fragmenty sa pohybuju v elektrickom
poli rychlejSie ako dlhSie Useky nukleovych kyselin. NajcastejSim typom elektroforetického média je
agardza, ktorej koncentracia sa voli podla velkosti fragmentov, ktoré maju byt separované. Druhym
najcastejsim elektrofoetickym médiom je polyakrylamidovy gél, ktory je vhodny aj na separaciu malych
fragmentov. Elektroforéza umoznuje priamu detekciu fragmentov nukleovych kyselin v ultrafialovom
svetle pomocou farbenia interkalatnym cinidlom etidiumbromidom. Etidiumbromid je mutagénna
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latka, preto je dolezZité pri praci s nim pouzivat rukavice. Fragmenty nukleovych kyselin sa vizualizuju
pomocou transiluminatora s UV Ziarenim. Velkost produktov sa da zistit pouzitim Standardnych DNA
markerov so znamymi molekulovymi hmotnostami nanesenych na elektroforeticky gél.

kbp M 1 2 3 4

zaporny naboj

Obr. 18 Negativny naboj DNA Obr.19 Ukazka vizualizacie gélu po gélovej elektroforéze
(vfavo DNA marker (M) — DNA rebrik, vpravo vzorky

Sekvenacia nukleovych kyselin

Tato metdda nam umozniuje urcit sekvenciu (poradie) nukleotidov vo vlakne DNA. Pre
sekvenovanie boli vyvinuté dve metddy. Chemickd metdda bola popisana Allanom Maxamom
a Walterom Gilbertom na prelome rokov 1976-77. Dideoxyribonukleotidova terminacna metdda bola
zavedend Frederickom Sangerom vroku 1977. Dnes ztychto dvoch uvedenych metéd previada
Sangerova sekvenacia. Vroku 1980 boli Walter Gilbert a Frederic Sanger oceneni za tieto objavy
Nobelovou cenou za chémiu. Kedysi sekvendacia prebiehala v styroch oddelenych skimavkach, ktorych
obsah sa lisil len v tom, Ze v kazdej skiimavke bol iny dideoxynukleotid. V priebehu DNA syntézy su do
rasticeho retazca priddvané pomocou polymerdzy nukleotidy. Avsak obcas sa mdze do rasticeho
vldkna zaradit miesto nukleotidu dideoxyribonukleotid. Tym dochadza k zastaveniu reakcie.
Dideoxyribonukleotidy totiz nemaju na rozdiel od deoxyribonukleotidov na 3’-konci OH skupinu, na
ktoru by sa pripajal dalsi nukleotid. Vysledkom reakcie bude zmes novych vlakien, ktoré budu rézne
dlhé, podla toho, v ktorej pozicii sa syntéza zastavila.

Dideoxy ukleotidtrifosfat Deoxyrnukleotidtrifostat
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Obr. 20 Struktira dideoxynukeotidu a deoxynukleotidu
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Obr. 21 Pomer deoxyribonukleotidov a dideoxyribonukleotidov v sekvenacnej reakcii

V sucasnosti prebieha sekvendcia v jednej reakcii. Reakéna zmes obsahuje DNA templat, primery, DNA
polymerazu, deoxynukleotidy (dATP, dCTP, dGTP a dTTP) a dideoxynukleotidy (ddATP, ddCTP, ddGTP
a ddTTP). Aby terminacia bola postupnd, do reakcie sa priddva jedna dideoxymolekula v pomere k 100
normalnym molekuldm (napr. 100 dCTP : 1 ddCTP). Po skonceni reakcie a naslednej denaturacii sa
jednotlivé vzorky delia elektroforeticky v PAGE géli. Kedysi pri starSich metédach separdcie sa pouzivalo
samostatné delenie pre kazdy nukleotid aj v elektroforéze. KaZdy z terminatorov reakcie (ddNTP) je
znaceny inou fluorescencnou farbickou. Kazda fluorescencna farbicka (pre ddATP, ddGTP, ddCTP a
ddTTP ma odli$nu vinovu dizku. Laser tak méze uréit identitu kazdého pruzku podla prisluinej vinovej
dizky fluorescenénej farbi¢ky. Urychlenie sekvenovania prinieslo aj zavedenie tzv. kapildrnej
elektroforézy. Namiesto tradicného gélu su produkty jednotlivych reakcii separované v kapilare.
Vysledky su znazornené vo forme elektroferogramu. Jednotlivé farby zodpovedaju jednotlivym bazam.
Laserova detekcia emisie 4 roznych fluorescencénych farbiciek sa uskutoc¢riuje pomocou fotondsobica a
velmi citlivého detektoru priamo z gélu. Ziskané data vyhodnocuje pocitac. Tato technoldgia bola
pouzitd aj v projekte sekvenacie ludského gendmu. Sekvenovanie ndm umoziuje identifikovat, o aku
mutaciu sa jednd. To ma obrovsky vyznam v diagnostike ré6znych ochoreni.
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Obr.22 Elektroferogram
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Obr. 23 Priebeh Sangerovej sekvendcie

Sekvenovanie novej generacie

Technolégia sekvenovania novej generacie (next generation sequencing-NGS) vznikla pre
efektivne a lacné sekvenovanie celych gendmov. Kedysi trvalo osekvenovanie celého fudského genému
niekolko rokov. Dnes je to mozné urobit vdaka technickému pokroku za niekolko hodin. NGS je velmi
rychlo sa rozvijajuca metdda molekulovej genetiky, ktorda sa c¢oraz viac bude uplatiiovat v
personalizovanej medicine. Tato metdda vsak kladie aj vysSie naroky na interpretaciu vysledkov a na
analyzu dat, su potrebné softvéry a bioinformaticka podpora. Technoldgia NGS je vybornym ndastrojom.
Vdaka tejto technoldgii je mozné rozsirit mnoZstvo analyzovanych génov, ¢o povedie k zlepseniu
preventivnych a lie¢ebnych postupov u rizikovych pacientov. Celogenémova sekvenacia (WGS — whole
genome sequencing) poskytuje najkomplexnejsie data o gendme. Toto sekvenovanie je vSak pomerne
drahé. Celogendmové sekvenovanie je vyuzitelné skér na vyskumnych pracoviskdch. Tento pristup je
financne narocny a vedie aj k ziskaniu obrovského mnoZstva dat, ktoré ¢asto nemaju klinicky vyznam.
Zjednodusenou variantou je tzv. celoexémové sekvenovanie (WES -Whole Exome Sequencing). Tu sa
pouziva ako vstupny materidl DNA, ale sekvenované su len oblasti exdnov kddujuce proteiny. Exdomové
sekvenovanie spdja vyhody sekvenovania celogendmového aj cieleného. Tato analyza je v porovnani s
celogendmovym sekvenovanim vyrazne lacnejSia aj pri vaéSom mnoistve precitani. Cielené
sekvenovanie (target sequencing) je metdda sekvenovania, pri ktorej sa sekvenuju len vybrané gény
spojené s uréitym typom ochorenia. Vyhodou tejto metddy je jednoducha priprava vzoriek, nizke
finanéné naklady a detekcia mutécii s velkou hibkou. Na trhu uZ pre tuto metddu existuji komeréné
kity s pevne stanovenym panelom vySetrovanych génov, alebo je mozné si sami navolit gény, ktoré budd
vySetrované v rdmci panelu. Na cielené sekvenovanie sa hodia stolné sekvenatory, ako je napriklad
Miseq (lllumina). Tato metdda bude v buddcnosti nahradzat Sangerovu sekvenaciu. NGS ma obrovsky
dopad v personalizovanej medicine u pacientov s nddorovymi ochoreniami. Je mozné porovnat geném
nadorovej bunky s genédmom nenadorovej bunky od jedného pacienta. Metdda NGS ndm umoziiuje
identifikovat vsetky génové mutacie a Strukturdlne chromozomalne aberécie sucasne. To povedie k
presnejsej klasifikacii nadorov. Vacsina sucasnych pristupov umoznuje sekvenaciu miliard DNA Usekov
naraz, preto sa tato NGS - technolédgia nazyva aj metédou masivneho paralelného sekvenovania. Nie
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je tu potrebna na rozdiel od Sangerovej sekvendcie separdcia produktov pomocou elektroforézy.

Existuju rozne pristupy NGS sekvenacie, ktoré mézeme rozdelit do dvoch skupin. V prvej
skupine musi byt DNA, ktori chceme osekvenovat, najskor amplifikovanad pomocou PCR. V druhej
skupine je mozné sekvenovat DNA vzorku priamo bez amplifikacie. Masivne paralelné sekvenovanie
Casto prebieha v priebehu syntézy DNA, to znamena, Ze sekvenaénd reakcia je monitorovana pri
kazdom zacleneni nukleotidu pomocou DNA polymerazy.

Prikladom takéhoto sekvenovania je aj technoldgia, ktord na trh uviedla v roku 2005 spolo¢nost
Roche. Tato firma uviedla na trh NGS platformu ako prva. DNA sa najskor stiepi do kratkych fragmentov
(300-500 bp) a pripravia sa jednovlaknové templaty. Dva rozne oligonukleotidové adaptory su ligované
ku koncom DNA fragmentov (adaptory poskytuju univerzdlne sekvencie pre zacatie amplifikacie).
Jednovlaknové DNA templaty su imobilizované na gul6¢kdch a guldcky su separované jedna od druhej
pomocou olejovo-vodnej emulzie. Kazda kvapka obsahuje jednu gul6¢ku a vietky reagencie potrebné
pre PCR. Po PCR je tu priblizne 10 milidnov kdpii DNA fragmentu na jednej gul6¢ke. Po naruseni emulzie
doéjde k uvolneniu gul6éiek. Gulocky sa nachadzaju v jamkach o velkosti pikolitrov, jedna gul6ka pripada
na jednu jamku. Na ich povrchu je ATP, sulfuryldza a luciferdza. Gulicky sa premyju zmesou na
sekvendciu, v ktorej su prekurzory dNTP (najskér T, potom A, potom C a potom G). Po zacleneni
nukleotidu sa emituje svetlo.

emulzivny olej

PCR master mix

kniznica fragmentov s adaptormi  7_-_?

i podsobenie —
mikroreaktory emulzie vytazenie guliciek

PCR z oleja
zmieSanie vytvorenie emulzie
DNA s gulickami s mikroelementmi

Obr. 24 Sekvenovanie NGS uvedené spolo¢nostou Roche

Dalsi z prikladov sekvenovania novej generacie, ktory bol vymysleny spolo¢nostou lllumina, je
znazorneny na obrazku. DNA fragmenty, ktoré maju byt sekvenované, s prichytené na pevny povrch
reakcnej prietokovej komérky, ktord sa v anglictine nazyva flow cell. Po nastiepeni DNA na kratke
fragmenty su k obidvom koncom pridané kratke sekvencie - adaptory. Po denaturacii DNA s adaptormi
sa pripaju tieto segmenty ku povrchu prietokovej komérky. To zabezpecuje vazba adaptorov v DNA
fragmentoch s adaptormi pokryvajucimi povrch flow cell. Tieto fragmenty su nasledne amplifikované
pomocou PCR, ktord sa v angli¢tine oznacuje ako zhlukova (po anglicky cluster // bridge) alebo
,mostikova” PCR, kedZe tvar PCR produktov, prichyteny obidvomi koncami k povrchu pevnej dosticky
pripomina svojou Struktirou mostik. Nasyntetizované vldkna DNA sa podobaju na trsy travy vejuce vo
vetre.
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Obr. 25 Sekvenovanie novej generacie vymyslené spolo¢nostou lllumina

a) Ku DNA fragmentom sa na oboch koncoch ligaciou pripajaju univerzalne adaptory. b) Adaptory su
komplementarne ku adaptorom pokryvajicim povrch prietokovej komorky (flow cell) a sluzia aj ako
PCR primery na syntézu komplementdrneho vldkna. Novovzniknuté vlakno sa ohne a utvara Strukturu
podobajicu sa mostiku. c) Dochadza aj k syntéze komplementarneho vldkna d) Po amplifikacii sa
retazce denaturuju. e) Opakovanim amplifikicie sa utvaraju zhluky (clustery) toho istého DNA
fragmentu. Na PCR amplifikaciu sa vyuZivaju univerzalne primery, kovalentne prichytené na sklenenu
dosticku. Ku vldknu v clusteri sa po hybridizacii primeru priddava DNA polymerdza a fluorescencne
znacené nukleotidy s modifikovanymi 3°- OH koncami. Kazdy nukleotid je oznaceny inou
fluorescencnou farbickou. V jednom cykle je moiné kvoli modifikacii 3°-OH konca zaclenenie len
jedného nukleotidu. Po inkorporacii nukleotidu do vldkna DNA je typ nukleotidu na zaklade jeho
fluorescenného oznacenia snimany prostrednictvom CCD kamery v kazdom zhluku. Odstrani sa
fluorescencna farbicka a 3"-OH modifikacia a cyklus sa opakuje.

Kvantitativna PCR - real time PCR

Kvantitativna PCR je metdda zaloZzend na klasickej PCR, principom je sledovanie mnoZstva
naamplifikovaného produktu v priebehu jednotlivych cyklov reakcie. Tato metdda sa pouZiva na
kvantifikaciu vybraného useku DNA. Ak chceme kvantifikovat mnoZstvo RNA vo vzorke, tak je potrebné
najskor prepisat RNA do cDNA. Kvantitativna PCR (qPCR) je nazyvana aj real-time PCR. Tato metdda je
variaciou konvecénej polymerazovej retazovej reakcie. Pri konvencnej PCR reakcii prebieha detekcia
produktu po n-nasobnych amplifikacnych cykloch na konci, preto hovorime o tzv. end-point analyze.
Vystupom je fotografia gélu ziskana po elektroforetickej separacii a vizualizacii na transiluminatore v UV
svetle. Na tuto metdédu ndm postacuje Standardny termocykler. Kvantitativna PCR nam umoziuje
sledovat mnozstvo naamplifikovaného produktu v redlnom ¢ase - teda v kazdom cykle reakcie. Prirastok
PCR produktu je sledovany na zdklade intenzity fluorescencie. MnozZstvo fluorecenéného signalu
v exponencialnej faze PCR je priamo Umerné mnoZstvu PCR produktu. Exponencidlna faza je prvou
fazou real-time PCR. Vtejto faze sa mnoistvo PCR produktu zdvojndsobuje v kazdom cykle. Po
exponenciadlnej faze nasleduje linearna faza. Tu charakterizuje spomalovanie jednotlivych reakcii
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v dosledku postupného spotrebovavania jednotlivych zloziek reakénej zmesi. PCR produkt sa v kazdom
cykle nezdvojuje. Tretou fazou kvantitativnej PCR je plateou (Cita sa ako platd) faza. V tejto faze sa uz
mnozstvo PCR produktu nezvysuje kvoli vyCerpaniu jednotlivych zloZiek reakcie.

Lineduna faza - « priebebhu PCR =a
fara — rmroEetun niektars zloflvi;-.i Uy?erpajlj. Jednotlivé
- . reakcie sa zadinail spormaliovat a
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Obr. 26 Exponencialna a linearna faza real-time PCR
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Obr. 27 Oblasti detekcie konvencnej a real-time PCR

Fluorescencné systémy v kvantitativnej PCR delime na Specifické a nespecifické. VSetky detekiné
systémy pracuju na zaklade utvdrania fluorescencného signdlu. Prikladom neSpecifického
fluorescencného systému je fluroescencné farbivo SYBR Green viazuce sa do mensieho Zliabku
dvojvlaknovej DNA. Toto farbivo je schopné emitovat Ziarenie, len ked je interkalované do
dvojvlaknovej DNA. Tento fluorescenény systém je menej nakladny, jeho nevyhodou vsak je
nespecificita, kedZze SYBR Green sa viaze do akejkolvek dvojvldknovej DNA, ako su neSpecifické
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amplikény a tzv.primery-dimery. Specifické detekéné systémy st v porovnani so SYBR Greenom
nakladnejsie. Ich vyhodou je vysoka $pecifickost detekcie. Prikladom Specifickych detekénych systémov
su hydrolyzacné (TagMan ®) préby, hybridizacné préby, molekularne majaky (po anglicky molecular
beacons) a Skorpidnové sondy (Scorpions). Hydrolyzacné (TagMan ©) préby su oligonukleotidy
oznatené dvomi znackami — na 5°- konci fluoroférom ana 3’- konci zhasa¢om, blokujucim
fluorescenciu z fluorofdru. Po vazbe na cielovu sekvenciu je zhdsac od fluoroféru oddeleny rozkladom
oligonukleotidového retazca 5°-3"nukledzovou aktivitou Taq polymerazy. Taq polymeraza zacina Stiepit
sondu od 5’konca aindukuje tak uvolnenie fluorescenéného svetla. Hybridizaéné sondy su tvorené
systémom dvoch sond, ktoré su navrhnuté tak, aby hybridizovali vedla seba na PCR produkt. Jedna
sonda je znacena na 3" konci donorovym fluoroférom a druha sonda na 5° konci akceptorovym
fluoroférom. Len po hybridizacii na templatovid DNA sa dve sondy dostanu do absolitnej blizkosti,
vysledkom ¢oho je prenos fluorescencie (fluoroscence resonance energy transfer, FRET) medzi dvoma
fluorochrémami. Pocas FRET je donorovy fluorochrém, nabudeny svetelnym zdrojom z pristroja,
v ktorom prebieha real-time PCR, a ¢ast exitovanej energie je prendsana na akceptorovy fluorochrém.
To ma za nasledok emitovanie fluorescencie.

Molekulové majaky su kratke oligonukleotidy s navzajom komplementdrnym 5’a 3" koncom. Na
jednom konci oligonukleotidového retazca sa nachadza fluorofér a na druhom konci zhasaé. Ked' sa
nachadza tato sonda volne v skimavke, komplementarna viazba oboch koncov sp6sobuje, Ze blizkost
fluoroféru a zhasaca spésobuje zhasanie fluorescencie. Po hybridizacii na ciefovd molekulu DNA sonda
meni konformdciu, fluorofdr a zhasas sa oddelia a vznika flourescencné Ziarenie. Molekuly Scorpions
obsahujui primer asondu vjednej molekule. SU tvorené dvoma retazcami. V jednom retazci je
kovalentne spojend sonda s primerom ana 5 konci sondy sa nachadza fluorofér, sondu od primeru
oddeluje blokator. Na 3" konci druhého retazca, ktory je komplementarny k prvému retazcu so sondou,
sa nachadza zhasac. Scorpions sonda nasada na cielovu sekvenciu prostrednictvom primeru, nasledne
dochadza k extenzii primeru a syntéze cielovej sekvencie. V dalSom kroku dochadza k denaturacii
a oddeleniu primeru od cielovej sekvencie. Pri zniZeni teploty sa sonda viaze na cielovu
naamplifikovanu sekvenciu utvorenu extenziou primeru. Tym sa dostane molekula fluroféru dalej od
molekuly zhdsaca a dochadza k vyzZzarovaniu fluorescencie.

Kvantifikacné stratégie delime do dvoch skupin, na absolitnu a relativnu kvantifikaciu. Pri
absolutnej kvantifikdacii si zo vzoriek so zndmym mnozstvom templdtu utvorime kalibracna krivku a
neznama vzorka mdze byt priamo odcitana z tejto krivky. Relativna kvantifikdcia porovnava expresiu
jedného génu vo vzorkach voci referenénému génu. Najcastejsie su ako referencné gény zvolené tzv.
,housekeeping gény” , ktoré su exprimované vo vsetkych typoch buniek (napriklad gén kodujuci aktin
alebo tubulin). Referencny gén nam slizi na to, aby sme zistili mnoZstvo vstupného materialu pouzitého
do reakcie. V exponencialnej faze real-time PCR je potrebné stanovit si amplifikaény prah (z angl.
treshold), ktory slUzi aj na stanovenie amplifikacného signdlu od fluorescenéného pozadia. Déata sa
ziskavaju v exponencidlnej faze ako Cq hodnota (Cq - quantification cycle). Cq hodnota vyjadruje pocet
cyklov, v ktorych fluorescencia dosiahne prahovi hodnotu. Cim je hodnota Cq niZ$ia, tym viac
templatovej DNA vstupovalo do gPCR-reakcie. Ak budeme uvaZovat, Ze Gc¢innost PCR reakcie je
v idedlnom pripade 100%, tak méZzeme vyhodnotit rozdiel koncentracie templatovej DNA jednotlivych
porovnavanych vzoriek ako rozdiel v Cq hodnotédch, oznacovany ako 2 2“9 , kde ACq, je rozdiel
v hodnotach medzi porovnavanymi vzorkami. Vypocet s pouZitim referenéného génu je potom je 2 ¢!
A ) kde ACq 1= Cq (pre cielovy gén vzorky 1) — Cq(pre referencny gén vzorky 1) , ACC]2= Cq (pre cielovy gén vzorky2) — CQ( pre referencny

gén vzorky 2).
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Aplikacie real-time PCR su napriklad kvantifikacia expresie génov, validacia metdd, sledovanie Gc¢innosti
liecby u pacientov s roznymi ochoreniami, kvantifikacia virusov, detekcia patogénov a genotypizacia.

DNA microarray (DNA cipy)

Bunky exprimuju (prepisuju DNA do RNA) sucasne stovky aZ tisicky génov. Niektoré produkty
su exprimované vo velkom mnoiZstve, kym iné gény su exprimované len v niekolkych kdpiach. Rozdiely
v génovej epresii mézeme pozorovat vroznych Stadiach bunkovej maturacie, takisto sa v génovej
expresii lisSia nadorové a nenadorové bunky. Snaha identifikovat rozdiely v génovej expresii je d6leZitou
sucastou vyskumu. Technoldgia microarray umoziiuje analyzovat v priebehu jedného experimentu
expresiu az 10 000 génov sucasne. To prinasa znacnu ¢asovu Usporu. Na tuto metddu je potrebné
finanéne naroc¢né pristrojové vybavenie a ziskané vysledky je potrebné statisticky spracovat. DNA
microarray Cip je sklenend, kremikova alebo plastova podlozka, na ktorej su imobilizované
jednovldknové sondy so znamou sekvenciou (vidime ich ako mikroskopické bodky). Principom
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microarray je paralelnd hybridizacia znacenej vzorky ku sondam, ktoré su pripevnené k pevnému
podkladu. Ak je sonda komplementdrna ku vzorke znacenej nukleovej kyseliny, dochadza k hybridizacii.
Podmienky hybridizacie su prisne a po nej je fluorescencia z jednotlivych policok snimana laserom.
Data su ukladané do pocditaca. Microarray delime do dvoch skupin na zdklade pripravy
oligonukleotidovych sond. Prvou skupinou su Cipy z pre-syntetizovanych nukelovych kyselin. V tomto
pripade su sondy vytvorené mimo nosica, na ktory sa po syntéze kovalentne pripoja. Sondy su nasdvané
velmi tenkymi ihlami a natlacené na povrch Cipu pristrojom nazyvanym spotter. Druhou skupinou su
Cipy, kde su oligonukleotidy syntetizované priamo na nosici (in-situ) pomocou fotolitografickej metddy.
Pri tejto metdde sa podkladovd dosticka zakryje Specidlnou fotolitografickou maskou. Svetlo
prechadzajuce selektivne cez masku spbsobuje odstranenie protektivnej skupiny zo Specidlne
modifikovanych nukleotidov, ¢o umoZiuje vazbu dalSieho nukleotidu do syntetizovaného
oligonukleotidového retazca. Dosti¢ka je zakryta a nasledne odkrytd na dalsich miestach, kde maju byt
pridané nukleotidy dalSieho druhu. Takto sa postupne nasyntetizuju pozadované sekvencie.
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Obr. 29 Fotolitograficka metdda

Vsucasnosti je najrozSirenejsie fluorescenéné znacenie DNA vzoriek, najcastejSie pouzivané
fluorescencné farbicky su zeleny cyanin (Cy3) a ¢erveny cyanin (Cy5). Pomocou tejto techniky mozeme
analyzovat sucCasne viacero vzoriek, ak pouZijeme znacenie fluorescenénymi farbi¢kami
s neprekryvajucim sa spektrom. Takto moéZeme porovnat napriklad expresiu génov v niddorovej
a nenadorovej bunke. Najskor sa z obidvoch typov buniek izoluje RNA, prepiSe sa do cDNA a tieto cDNA
pochadzajuce zroznych typov buniek sa oznacia rozdielnymi fluorescenénymi farbickami. Po
hybridizacii je fluorescencia z jednotlivych policok snimana laserom a data uklada pocitac. Technoldgia
DNA microarray ma rdzne aplikacie. Pomocou tejto metddy je mozné analyzovat expresiu velkého
mnozstva génov sucasne. Tato technoldgia sa da vyuzit aj na najdenie novych molekularnych markerov
roznych ochoreni a identifikiciu polymorfizmov. Dalimi aplikdciami je hladanie novych cielov na
liecbu, upresnenie diagnostiky a sledovanie Ucinnosti liecby. Prikladom upresnenia diagnostiky na
zdklade dat z microarray mbzeme rozlisit agresivny subtyp difuzneho velkobunkového lymfému od
subtypu s priaznivou progndézou, pricom pri mikroskopickom vySetreni vyzeraju obidva subtypy
rovnako.
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Obr. 30 Princip microarray. a) Najskor je izolovana z oboch tkaniv RNA. b) Z RNA je pripravena cDNA.
c) DNA vzorky su znacené fluorescencnou farbickou. Vzorka A je oznacend Cervenou Cy5 (cyanine)
farbickou. Vzorka B je oznacena zelena Cy3 (cyanine) farbickou. d-e) Po hybridizacii je fluorescencia z
jednotlivych  policok  snimand laserom a data ukladd pocita¢ (Upravené podla
http://nanohub.org/app/site/resources/2013/05/17915/slides/001.01.ipg).
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Zoznam pouzitych skratiek

A

ABL
AML1 (RUNX1)
ALK
Apaf-1
APC
ARID1A
ARID2
ASIP
ATM
ATR
BCR
BRAF
BRCA1
BRCA2
C

CDH1
Cdk
CDKN2A
Con
CNV
CsCl
CCDN1
CDH1
CDKN1B
COX2
CRBP1
CSMD3
CT

CTCs

adenin

v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene
runt-related transcription factor 1

anaplastic lymphoma kinase, anaplasticka lymfémova kinaza
apoptoticky faktor aktivujuci protedzy
adenomatous polyposis of the colon gene

AT rich interactive domain 1A (SWI-like)

AT rich interactive domain 2

Agouti-signaling protein

ataxia telangiectasia mutated
ataxiateleangiectasia and Rad3-related
breakpoint cluster region

v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
familial breast/ovarian cancer gene 1

familial breast/ovarian cancer gene 2

cytozin

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
cyklin-dependentné kinazy

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16(INK4a)) gene
konverzia

variacie poctu képii

chlorid cézny

cyclin D1

cadherin 1; type 1; E-cadherin (epithelial) (ECAD)
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

cytochrome c oxidase |l

cellular retinol binding protein

CUB And Sushi Multiple Domains 3

pocitacova tomografia

cirkulujuce nadorové bunky
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ctDNA
CTLA4

DNA

del

DISC

DTCs

dup

ECAD (CDH1)
EDTA

EGFR

EMA
EpCAM
ERa

Erp
ETO

ERBB2

ERG
EtBr
EWS (EWSR1)
FBXW?7
FAT3
FDA
FL1
FGFR1
FOXA1
G
GATA 3
GDP

GSTP1

cirkulujuca nadorova DNA

cytotoxicky T-lymfocytovy antigén 4
deoxyribonukleova kyselina

delécia

death signal inducing complex
diseminované nadorové bunky
duplikdcia

cadherin 1; type 1; E-cadherin (epithelial)
etylén-diamino-tetraoctova kyselina

epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b)
oncogene homolog; avian)

Eurdpska liekova agentura

adhezivna molekula epitelovych buniek
Estrogen receptor alpha

Estrogen receptor beta

eight-twenty-one, tiez znamy ako MTG8 myeloid transforming gene on
chromosome 8

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2;
neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian)

v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene like (avian)
etidiumbromid

Ewing sarcoma breakpoint region 1

F-box and WD-40 domain protein 7 (archipelago homolog; Drosophila)
FAT Atypical Cadherin 3

Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv

Friend leukemia integration 1 transcription factor
fibroblast growth factor receptor 1

forkhead box Al

guanin

GATA binding protein 3

guanozinmonofosfat

glutathione S-transferase pi 1
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GTP

HAND1
HER2
HIC
HRAS
CHEK2
IAP
ICAD
IDH1
IDH2
Indel
Ins
inv
JAK2
KEAP1
KIT

KP
KRAS
LCR
LINE
IncRNA
LOH
LTR
MC1R
MDM2
MET
MITF
MLH1
MLL2
mRNA

miRNA

guanozinmonofosfat

atom vodika

Heart- and neural crest derivatives-expressed protein 1
human epidermal growth factor

human I-mfa domain containing gene

v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
checkpoint kinase 2

inhibitors of apoptosis proteins

Inhibitor of caspase activated Dnase

isocitrate dehydrogenase 1

isocitrate dehydrogenase 2

Indel variacie

inzercia

inverzia

Janus kinase 2

kelch-like ECH-associated protein 1

v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog

karcindm prsnika

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog
low-copy repeats

long interspersed nuclear elements

dihé nekdédujice RNA molekuly

strata heterozygozity

long terminal repeats

melanocortin 1 receptor

Mdm2 p53 binding protein homolog

MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase
melanogenesis associated transcription factor
E.coli MutL homolog gene

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 2
messengerova RNA

mikro RNA
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MSH2
MSH6
MUTYH
MYC
NGS
NF1
NFE2L2
NKX2-2
NKX3-1
NRAS
NSCLS
NTRK1
OCA2
OH
OLIG2 (BHLHB1)
PARP
PDGFRA
PD-L
PET

Ph

PI3K
PIK3CA
PMS2
PO4>
PTEN
PTGS2
PSA
RAD51L1
RAF
RARB
RASSF1A

Rb

mutS homolog 2 (E. coli)

mutS homolog 6 (E. coli)

mutY homolog (E. coli)

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
technoldgie sekvenovania novej generacie
neurofibromatosis type 1 gene

nuclear factor, erythroid 2-like 2

Homeobox protein NK-2 homolog B

NK3 homeobox 1

neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
nemalobunkovy karcindm pluc

neurotrophic tyrosine kinase

oculocutaneous albinism |

hydroxylova skupina

oligodendrocyte lineage transcription factor 2
polymerdza polyADP-ribdza

platelet-derived growth factor; alpha-receptor
programmed cell death ligand

pozitrénova emisna tomografia

filadelfsky chromozém

kindza fosforylujlca fosfatidylinozitol
phosphoinositide-3-kinase; catalytic; alpha polypeptide
PMS2 postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisiae)
fosfatova skupina

phosphatase and tensin homolog gene
prostaglandin-endoperoxide synthase 2

prostaticky Specificky antigén

DNA repair protein RAD51 homolog 2

v-raf murine leukemia viral oncogene homolog
retinoic acid receptor, beta

Ras association domain family 1 isoform A

retinoblastoma gene
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RIL radiation-induced leukemia sensitivity gene

RISC RNA-induced silencing complex
RNA ribonukleova kyselina

ROS1 proto-oncogene 1

rRNA ribozomalna RNA

S Svedbergova jednotka

ssDNA single-stranded DNA

SINE short interspersed nuclear elemets
SCLC malobunkovy karcindm pluc
SLC45A2 solute carrier family 45, member 2
SnRNA malé jadrové RNA

snoRNA small nucleolar RNA

SPOP speckle type POZ protein

STR short tandem repeats

T tymin

TEL (ETV6) ets variant gene 6

TERT telomerase reverse transcriptase
TNF tumor nekrotizujuci faktor

TP53 tumor protein p53

Tris tris(hydroxymetyl)aminoetan

tRNA transferova RNA

TYR tyrosinase

u uracil

USG ultrasonografia

UTX Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome
VNTR variabile number of tandem repeats
v-src onkogén nachadzajuci sa v gendme virusu Rousouvho sarkému

neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian)
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