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Vymedzenie obsahu standardnych postupov

Standardné postupy pri pouZiti masivneho paralelného sekvenovania (MPS)
v molekuldrno-diagnostickej praxi v ramci identifikacie zarodo¢nych DNA variantov
charakterizuji pouzivanie metéd MPS v zdravotnej starostlivosti.

Standardné postupy boli vytvorené na zéklade odbornych skusenosti pracovnej skupiny
tvorenej autorskym kolektivom, boli prispésobené podmienkam pouzivania MPS v SR, pricom
vychadzaju z medzinarodnych odporacani odbornych spolocnosti, napr. European Society
of Human Genetics (ESHG), Eurogentest, Association for Clinical Genomic Science (ACGS)
a American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).

Standardy pre MPS sa zaoberaji tymito oblast'ami:

Technologicka a interpreta¢na stranka genetickej laboratornej analyzy za vyuzitia
MPS postupov.

Sekvenovanie a hodnotenie zarodoénych DNA variantov.

Sekvenovanie pomocou platforiem patriacich do tzv. druhej generacie sekvena¢nych
metod.

Rozsahom analyz od malych génovych panelov, cez stredne vel'ké, vel'ké génové panely
ako klinické exomy (CES; clinical exome sequencing) a celé exomy (WES; whole
exome sequencing) a celé genomy (WGS; whole genome sequencing).

Standardné postupy spracované Slovenskou spoloénost'ou lekarskej genetiky (SSLG) pre MPS
sa nezaoberaju aplikaciou MPS v inom, nez vo vyssie uvedenom kontexte, t. j.:

1

Nevzt'ahuju sa na analyzu inych biomakromolekul, ako napr. analyzu RNA.
Nepokryvaji  aspekty celogendmového sekvenovania vyuZzitim nizkeho
pokrytia/hibky &itania (napr. NIPT analyzy a niektoré typy CNV analyz).
Nepokryvaji problematiku diagnostiky somatickych DNA variantov.

Nedefinuji procesy po uskuto¢neni MPS testovania, t. j. dopliujiuce Kklinické
a laboratérne vySetrenia, a to ani ak su tieto potrebné na vyvodenie klinicky
relevantnych zaverov z vysledkov uskuto¢nenych MPS.

Nepokryvaji proces klinicko-genetickej konzultacie spojenej s navrhom dalieho
manazmentu na zéklade vysledkov MPS analyz.

Zoznam skratiek

ACGS Association for Clinical Genomic Science
ACMG  American College of Medical Genetics and Genomics
Bp

CES
CNV

bazové pary
Clinical Exome Sequencing (sekvenovanie klinického ex6mu)
Copy Number Variation (variacie v pocte kopii)

ESHG European Society of Human Genetics
HGVS Human Genome Variation Society

IS

MPS
NGS
SNV

informovany suhlas

masivne paralelné sekvenovanie

next generation sequencing - sekvenovanie d’alSej generacie
Single Nucleotide Variant (jednonukleotidovy variant)



SSLG
WES
WGS

2.

Slovenska spolocnost’ lekarskej genetiky
Whole Exome Sequencing (sekvenovanie celého exomu)
Whole Genome Sequencing (sekvenovanie celého gendmu)

Vymedzenie zakladnych pojmov

2.1. Generéacie sekvenacnych metdd

V sucasnosti delime DNA sekvenacné metddy na tri generdcie, ktoré¢ st odliSené najma

principmi technologickych postupov. Kazdd z uvedenych generacii sekvenovania moéze
vyuzivat' odlisné technologické postupy a modze pozostdvat z roznych sekvenacnych

platfori
(1)

()

3)

em.

Za prvu generaciu sa vSeobecne povazuje metdda Sangerovho DNA sekvenovania,
zalozend na termindcii vznikajucich retazcov pomocou dideoxynukleotid trifosfatov
a naslednej separacii fragmentov pomocou kapilarnej elektroforézy (Sanger a kol.,
1977). Jednou z najddlezitejSich ¢ft tejto metddy je potreba klondlnej amplifikacie
cielovej sekvencie, za ucelom zosilnenia generovanych Specifickych signalov. Druhou
charakteristickou &rtou je dizka “Citanej” DNA sekvencie, t.j. 600-1000 bp. Optimalne
vyuzitie metody je najmé v pripadoch, pri ktorych je potrebna analyza malého poctu
dobre znamych sekvencnych variantov, alebo génov s malym poctom exénov (Kircher
a Kelso, 2010).

Druha generacia sekvenacnych metdéd vyzaduje klonalnu amplifikaciu cielovych
sekvencii pred uskutocnenim samotnej sekvenacnej reakcie. M4 vSak podstatne vyssSiu
kapacitu a umoznuje paralelné sekvenovanie milionov kratkych fragmentov DNA
v jednej reakcii (35-1000 bp, v zavislosti od pouzitej platformy a technologie). Prvykrat
sa pri nej pouZil pojem masivne paralelné sekvenovanie (Mardis, 2008), pripadne
vysokoparalelné sekvenovanie alebo sekvenovanie novej generacie (Next Generation
Sequencing, NGS). Za hlavné metodiky biomedicinskych aplikacii mézeme aktualne
oznacit’ prave etablované systémy 2. generacie sekvena¢nych metod, ktoré sa dostali aj
do rutinnej klinickej diagnostickej praxe. Platformy a testy patriace do tejto generacie
st hlavnym predmetom tohto dokumentu.

Platformy tretej generacie predstavuji jednomolekulové DNA sekvenovanie,
fungujuce Casto aj bez klonalnej amplifikdcie DNA molekul. Uvedené technologie
pouzivaju citlivejSie detekéné systémy, prip. iné nukleotid Specifické fyzikalne signaly
(ako napr. zmena elektrického pradu v nanopéroch). Uvedend technoldgia umozituje
redukciu moznosti chyb vyplyvajacich prave z klonalnej amplifikacie. Vyhodou je
tiez dizka &itani cielovej oblasti, ktorej sekvencia sa stanovi v ramci jedného &itania,
pri¢om platformy aktudlne poniikaju dizky individualnych &itani 10-60 kb. V ramci
uvedenych technik tak klesaju naroky na vyhodnocovanie vysledkov, maximalizuje sa
mnozstvo ziskanych informacii, napr. zvécSuje sa dynamicky rozsah priamej
detegovatelnosti chromozomovych prestavieb a varidcii po€tu kopii, zlepSuju sa
moznosti stanovenia vzdjomnej fazy rdznych variantov na homologickych
chromozoémoch, ako aj moznosti analyzy repetitivnych oblasti (Schadt a kol. 2010).



Prva generacia sekvenaénych metdd sa vSeobecne povazuje za technologicky homogénnu.
Naopak druha a tretia generacia sekvena¢nych metod je vyrazne heterogénna, a to najma
z hladiska rozsahu analyzovanych genomickych oblasti, resp. typov identifikovateI'nych
sekven¢nych zmien, ako aj z hl'adiska technologie pripravy sekvenacnych kniznic, v principoch
generovania a detekcie signalov, v samotnom pristrojovom vybaveni a v pouzitom spotrebnom
materidli (Mardis 2008; Metzker 2010). Najvacsiu zmenu oproti klasickym analyzam
predstavuje mnozstvo generovanych sekvenacnych dat, a naslednd bioinformatickd cast
hodnotenia vysledkov, ktord sa pre vicsinu ndlezov uskutociiuje automatizovane. Detailna
kontrola klinicky relevantnych vysledkov je vSak stale dolezita a nevyhnutna (Kubiritova a kol.,
2019).

2.2. Typy nalezov pri pouzivani genetickych MPS analyz

Typy klinicky relevantnych nalezov rozdelujeme do troch kategorii, a to v suvislosti
s interpretaciou vysledkov analyzy a vo vztahu k primarne stanovenej ciel'ovej oblasti analyzy.
Primarne nalezy su relevantné z hladiska primarneho zamerania analyzy, CiZe prindSaju
potencidlnu odpoved’ na zakladnu klinickd indikaciu (napr. jednoznaéne asociuji s fenotypom
pacienta/probanda). Sekundarne nalezy nevysvetl'uji zakladnt klinickt indikaciu, prinasaju
vsak iné klinicky relevantné informécie a vyzaduju aktivne vyhl'addvanie aj mimo primarnych
cielovych oblasti analyzy. Ich aktivne vyhladavanie v sekvena¢nych datach je relevantné
najma pri pouziti rozsiahlejSich génovych panelov, akymi st napr. klinické exomy, celé exdémy,
celé gendmy. Nahodné, alebo nevyziadané nalezy prinasaju klinicky relevantné informacie,
ktoré nestvisia so zakladnou klinickou indikaciou, ale boli nahodne identifikované. Na rozdiel
od sekundérnych nalezov, ich identifikécia teda nie je vysledkom aktivneho vyhladavania
sekvencnej variability mimo primarneho ciela testovania. Konkrétne zaradenie ndlezu
do tychto kategorii, vSak mnohokrat zavisi od celkového kontextu analyzy (Kalia a kol., 2016;
Ormond a kol., 2019).

2.3. Klasifikacia MPS testov
Z hladiska rozsahu testovanej genomickej oblasti sa analyzy zalozené na MPS najastejSie
rozdel'ujl na:

(1) Sekvenovanie suboru urditych definovanych oblasti genomu je selektivne
sekvenovanie vybranych génov, resp. genomickych lokusov. St vo vSeobecnosti menej
naro¢né z finan¢ného, technologického, aj z analyzatného pohladu, avsSak je
pri ich pouZivani potrebné uskutocnit’ selektivne obohatenie vzorky o oblasti zdujmu.
Gény v takychto paneloch su najcastejSie vyberané na zdklade ich asociécie,
resp. kauzality vo vztahu s urcitym ochorenim, alebo so skupinou ochoreni
(napr. neuromuskularny panel, metabolicky panel, a pod.). Vyhodou je moznost
analyzy vicSieho poctu vzoriek v ramci Kapacity daného sekvena¢ného behu,
alebo dosiahnutie vi¢sej hibky &itania sekvencie. Podet génov, alebo rozsah oblasti,
zahrnutych do sekvenovania je vysoko variabilny, pricom mdzeme jednotlivé pristupy
rozdelit’ nasledovne:

(@) Panelové sekvenovanie — zamerané na sekvenovanie panelov génov s roznou
pocetnostou, kam moézu byt typicky zaradené Specifické panely klinicky
pribuznych a geneticky heterogénnych ochoreni, ako napr.
neuromuskuldrny panel, metabolicky panel, a pod.



(b) Sekvenovanie tzv. klinického exému (CES), t.j. analyza protein kodujucej
casti klinicky relevantnych génov, zvicsa uvedenych v databazach OMIM,
alebo Orphanet, Cize génov, ktorych asociicia s uréitym ochorenim je
vSeobecne znama.

(c) Celoexéomové sekvenovanie (WES), t.j. vSetky protein kodujice oblasti, Cize
exény znamych génov, exon-intron hranice, pripadne aj 5'- a 3'-neprekladané
oblasti, podl'a dizajnu konkrétneho produktu.

(2) Celogenomové sekvenovanie ponika mnozstvo dat z kodujucich aj z nekodujicich
oblasti genomu a eliminuje niektoré technické limitacie génovych panelov
vychadzajuce z pripravy kniznic, resp. procesu obohatenia sekvencii. So zvi¢sovanim
sekvenovanej oblasti sa rapidne zvySuju aj naroky na ich analyzu, interpretaciu
a archivaciu, ¢im nasledne klesa hibka ¢&itania sekvencie.

V ramci vySSie uvedenych pristupov mozno vyuzit’ aj tzv. virtuilne génové panely,
ktoré sa daju z aplikacného hladiska povazovat’ za samostatni kategdriu a predstavuju urcity
hybrid predchddzajicich technologickych kategérii. V nich sa sekvenacné data generuju
na urovni panelov génov az celého genomu, vyhodnotia sa vSak iba vybrané genomické oblasti
zaujmu (vybrané virtudlne génové panely), a to pomocou bioinformatickej selekcie prislusnych
¢itani. V ramci tychto virtudlnych génovych paneloch sa nésledne identifikuji, analyzuja
a hodnotia sekven¢né varianty. Vyhodou tohto postupu je, ze v pripade potreby je mozné
bioinformaticki analyzu l'ahko roz$irit o d’alSie oblasti, a to bez potreby opakovania
laboratérnych procesov.

3. Hlavné prvky pred-testovych krokov

3.1. Kompetencie na indikdcie MPS vySetrenia, vSeobecné indikacné kritérid a volba
analytickych MPS postupov

Molekularno-genetické laboratorne vySetrenie indikuje lekar so Specializaciou v odbore

Lekarska genetika (062), a to po osobnej konzultacii s pacientom/probandom (alebo jeho

zédkonnym zastupcom), na zaklade klinicko-genetického vySetrenia. Z hl'adiska indikacie MPS

na vykonanie molekularno-genetického vySetrenia odliSujeme dva zakladné pristupy:

1) V pripade, ak je indikované vySetrenie explicitne MPS s konkrétnym rozsahom
as naslednym komplexnym hodnotenim vystupov, sa odporica indikacia Lekarom
so Specializaciou v odbore Lekarska genetika (062)!, a to na zaklade naro¢nosti
pouzitej technoldgie, Sirokého rozsahu a komplexnosti vySetrenia a naroc¢nosti
vyhodnocovania a interpretacie dat.

o Vyber relevantnych cielovych genomickych oblasti alebo rozsah MPS
analyzy (panel génov, CES, WES, WGS, a pod.), uskutocni indikujtci lekar
so $pecializaciou v odbore Lekarska genetika (062)%.

2) V pripadeak sa MPS pouzije ako technicka nahrada konven¢nych metodik zameranych
na genotypizaciu konkrétnych genomickych pozicii alebo malého poctu génov/exonov,
saodporuca uskutocnenie rozhodnutia o vykonaniMPS Laboratérnym diagnostikom
so Specializaciou v odbore Laboratérne a diagnostické metody v klinickej genetike,
resp. v odbore Lekarska genetika (239).



o V tychto pripadoch je potrebné uskutocnit’ vyber MPS testu s dorazom
na pozadované ciele, rozsah a ucely testovania, pricom musi byt zachovany
rozsah a typ sledovanych DNA zmien Specifikovanych indikujacim lekérom.

o Ak sa ako technickd néhrada pouzije MPS pristup s vac¢sim rozsahom
sekvenovanej oblasti, odporuca sa limitovat’® vyhodnocované oblasti
na povodne ziadany rozsah molekularno-genetického vysetrenia, napr. pomocou
bioinformatického filtrovania a vyuzitim tzv. virtudlnych panelov.

Molekuldrno-genetické laboratérne MPS vySetrenie sa odporica explicitne indikovat’
v pripadoch, ak:

e Vybrany MPS test poskytuje vyssi diagnosticky vytazok, senzitivitu a/alebo Specificitu
oproti konvenénym postupom testovania.

e Pouzitie MPS predstavuje z finan¢ného a Casového hl'adiska vyhodnejsie technologické
rieSenie pre poskytovatela alebo platcu zdravotnej starostlivosti, priCom sa neznizuje
diagnosticky vytazok, senzitivita a/alebo Specificita testu oproti konvenénym postupom
testovania (t.j. MPS sa pouZije ako technicka ndhrada konven¢nych metodik zameranych
na genotypizaciu konkrétnych genomickych pozicii alebo malého poctu génov/exonov).

e Zdravotny stav pacienta/probanda je pravdepodobne spojeny so zmenou na trovni DNA,
avsak plati niektory z nasledujtcich predpokladov:

o Geneticka a klinicka heterogenita suspektnej klinickej jednotky je vysoka.

o Stanovenie konkrétnej diagndzy inymi vySetreniami je tazko uskutocnitelné,
prip. neefektivne (napr. iné testy nie st dostupné, a pod.).

o Ak boli vyCerpané moznosti genetickych testov a neviedli k stanoveniu
diagnézy.

o Ak existuyje podozrenie na genetické ochorenie, ale manifesticia je
nejednoznacna.

3.2. Definicie minimalneho obsahu informovaného sthlasu pre MPS testovanie

Okrem vSeobecne platnych poziadaviek na formu a obsah informovaného stihlasu (platnych
podl'a normy ISO 15189:2012, resp. Zékona o ochrane osobnych udajov (GDPR), ¢. 18/2018
Z. z., EU General Data Protection Regulation 2016/679, ako aj prislusnych zakonov
o kybernetickej bezpe€nosti, napr. €. 69/2018 Z. z.) sa v kontexte MPS vySetrenia vyZaduje,
aby bol pacient/proband pred vySetrenim informovany o povahe testu, ako aj o tom, ze MPS
vySetrenie sa bude vyznamne 1i$it’ minimalne v nasledujtcich bodoch:

o VySetrenie panelu génov vedie k identifik4cii primarnych nalezov, ktoré su relevantné
z hladiska primdrneho zdmeru testovania, ale tiez aj nahodnych nalezov
(vid’ vysvetlenie nizsie, kap. 11.2) vo vySetrovanych oblastiach genému (reportuju sa
lekarovi vzdy, nasledne sa lekar rozhodne, ¢i budu pacientovi oznamené).

o Pri vySetreni klinického exoému, celého exdému a celého genému je moznost,
okrem primdrneho zamerania testovania, aktivne vyhodnotit’ aj iné oblasti gendmu,
ktoré st vSak z hladiska primarneho dovodu testovania nezéavislé. Tieto hodnotené
oblasti su sekundarne, a nalezy identifikované tymto hodnotenim sa povazuju
za sekundarne nalezy (vid' vysvetlenie nizSie, kap. 11.2). Odporuca sa informovat’
pacienta/probanda o povahe tychto sekundarnych analyz.



Okrem informacnej Casti suhlasu, sa odportca aby mal pacient/proband moznost’ vyjadrit’ svoj:

e Suhlas/nesuhlas s uskutocnenim MPS testu sekvenovanim panelu génov

(vratane virtualneho génového panelu), klinického exému, celého exéomu, prip. celého
gendmu.

e Suhlas/nesuhlas s poskytnutim identifikovanych sekundarnych nalezov.

e Suhlas/nesuhlas s archivaciou biologického materialu, ako aj genomickych dat.

e Suhlas/nesthlas s distribiciou a zdiePanim MPS dat s inymi relevantnymi
zdravotnickymi zariadeniami (napr. z hladiska reanalyzy a reinterpretacie dat),
a to vylucne na zaklade Ziadosti indikujiceho klinického genetika.

e Suhlas/nesuhlas s d’al§imi moZnost’ami pouzivania biologického materidlu a ziskanych
genomickych dat pre iné ucely, nez Gcely primarneho testovania, napr. na vyskumné
ucely.

e Suhlas/nesthlas s moznostou zdiel'ania pseudonymizovanych dat (ktoré sa povazuju
za osobné udaje) stretimi stranami pri zabezpeceni ochrany osobnych udajov,
ato aj so zretelom na podmienky nevyhnutného umiestiiovania pseudonymizovanych
dat pacientov na serveri mimo priestorov samotného poskytovatela zdravotnej
starostlivosti (napr. cloudove rieSenia) (v sulade s vyssie citovanymi zakonmi o ochrane
osobnych udajov a kybernetickej bezpecnosti).

3.3. Definicie minimalneho obsahu Ziadosti o vykonanie genetického MPS testovania
Ziadost o vykonanie molekulirno-genetického MPS testovania je zasicland spolu
s biologickym materidlom, pri€om sa odporic¢a dodrzat’ nasledujiici minimalny obsah:

e Zakladné demografické tidaje pacienta/probanda (okrem vSeobecne pouzivanych tdajov
aj uvedenie pohlavia, etnicity/rasy, prip. geografického povodu).

e Zakladna suspektna diagndza, resp. iné diagnézy (doplnené o Orpha alebo OMIM kaody).

e Komplexny opis fenotypu pacienta/probanda/rodiny, aj pomocou kI'a¢ovych klinickych
symptomov v uniformizovanom a Standardizovanom oznafeni podla terminologie
databazy Human Phenotype Ontology (HPO).

e Definovanie minimalneho rozsahu laboratdrnej analyzy v zmysle pouZitého panelu
asociovanych génov, ale aj interpretdcie a reportovania vysledkov, a to v identickom
zneni, ako v informovanom suhlase.

e Rodinna anamnéza a/alebo rodokmen pacienta/probanda.

e Informacie o odobratom/zaslanom biologickom materidli (minimdlne v zmysle
poziadaviek normy ISO 15189:2012).

e Potvrdenie o podpisani informovaného suhlasu pacienta/probanda alebo jeho zakonného
zéastupcu s opisom relevantnych suhlasov/nestihlasov z neho (vid’ predchadzajtci odsek).

Doplnkové otazky manaZzmentu pacienta a zicastnenych stran
Pacient (pripadne jeho zdkonny zéstupca) podpisuje informovany sthlas v sulade so zdkonom

¢. 576/2004 Z.z., § 6. Tymto pacient vyjadri svoj sthlas s aktudlne aj v buducnosti
realizovanymi diagnostickymi aj liecebnymi postupmi.

4. Kompetencie realizovania genetického MPS testovania
Odporuca sa, aby bolo molekularno-genetické laboratorne MPS vySetrenie vykonané
v akreditovanom zdravotnickom zariadeni, t.j. v laboratoriu v ramci odbornosti lekarska



genetika, ktoré sa minimélne raz za 2 roky zapdja do externého hodnotenia kvality,
prip. medzilaboratornej kontroly kvality, a ktoré spiiia niz$ie uvedené minimalne poziadavky
na persondlne zabezpecenie.

Minimalne personilne zabezpecenie laboratoria, ktoré vykonava MPS testovanie je
nasledovné: laboratorny diagnostik v odbore Laboratorna diagnostika v lekarskej genetike,
resp. v odbore Laboratorne a vySetrovacie metddy v klinickej genetike, v odbore Lekarska
genetika, s preukdzatelnym Skolenim zameranym na MPS analyzy, skusenost’ami
vo vykonavani MPS analyz a s vyhodnocovanim dat generovanych touto metodikou
kontinualne po¢as minimalne 2 rokov.

5. Minimalne laboratérne standardy in vitro ¢asti MPS diagnostiky
Laboratorny algoritmus in vitro ¢asti MPS diagnostiky vratane jednotlivych parcialnych krokov
(spracovanie vzorky, izolacia DNA, priprava sekvenacnych kniZznic, kontrola kvality kniznic,
sekvenacnd analyza) by mal byt’ detailne zaznamenany vo vysledkovej laboratornej sprave.

Pred uskuto¢nenim samotného MPS je potrebné zabezpeCit vhodny odber a transport
relevantného biologického materialu, ako aj extrakciu DNA s dostatocnou kvalitou a kvantitou
aj pre pripadné doplnkové analyzy (napr. segregacna analyza). Kontrolu a evidenciu kvality a
kvantity DNA je potrebné uskuto¢nit’ metédami vhodnymi a postacujicimi pre Specifické ucely
vybraného testu. Pri samotnej priprave vzoriek/kniznic pre MPS analyzu je nevyhnutné
postupovat’” podla origindlnych protokolov od prislusnych vyrobcov, v pripade pouzitia
komerénych kitov s prislusnou verifikéciou v laboratoriu.

V pripade v laboratériu vytvoreného (tzv. home-made) alebo modifikovaného protokolu je
potrebné mat’ tento validovany, minimalne v rozsahu, ktory sa vyzaduje normou ISO
15189:2012.

6. Popis in silico procesu laboratornej MPS diagnostiky a definicia

minimalnych interpreta¢nych Standardov
Ulohou in silico laboratorneho procesu, t.j. bioinformatického spracovania dat, je postupna
uprava generovanych sekvenacnych Citani a ich analyza, az do formy vysledkovej spravy
z MPS. Hoci cely proces delime na tri hlavné Casti (primarna, sekundérna a terciarna analyza),
niektoré aspekty in silico procesu st platné plosne pre vsetky z nich:

e [aboratdriu vykondvajucemu analyzu sa pri vyuziti néstrojov a postupov
na bioinformatické spracovanie MPS dat odportca ich zjednotenie, interné definovanie
Standardov celého procesu a ich nasledné dodrziavanie pouzivateI'mi. VyuZzivanie
Sirokého spektramoznych néstrojov a postupov na spracovanie MPS dat moze viest’
k tvorbe nespravnych postupov, a preto je dolezité zjednotit’ parcialne Casti
bioinformatického spracovania dat.

e V bioinformatickom procesovani sekvenaénych dat a ich vyslednom hodnoteni je
na zabezpecenie dostatocnej kvality a spol'ahlivosti vysledkov testovania odporuc¢ana
verifikacia (pri komeréne dostupnych rieSeniach), resp. validdcia (pri laboratériom
zostavenych rieSeniach) celého procesu bioinformatického spracovania dat, pricom
verifikdcia resp. validacia len parcidlnej Casti, nie je dostatoc¢na.



e V pripade, ak dojde k zmene urcitych Casti bioinformatického procesu, odporuca sa
uskutoc¢nit reverifikaciu, resp. revalidaciu celého procesu.

e Externé zdroje (napr. databazy, referencné gendémy) pouzivané v rdmci tychto procesov
su administratormi pravidelne aktualizované, a preto sa odporuca aktivne sledovat
ich aktualnost’ a pouzivat’ najaktudlnejSie verzie. Zaroven sa odporuca zaznamenavanie
pouzitych verzii externych zdrojov vo vysledkovej sprave.

Hlavnou ulohou primarnej analyzy je spracovanie generovaného sekvenacéného signalu
a sekvenac¢nych ¢Citani, spravna identifikacia baz a spravne odstranenie artefaktov s nizkou
kvalitou ¢itania. Vystupom procesu su prefiltrované a spravne upravené sekvenacné Citania
vo formate FASTQ suboru.
e Odporuca sa na primarnu analyzu pouzit vyrobcom odporacanébioinformatické
rieSenia Specifické pre pouziti sekvenacnu platformu.

Ulohou sekundérnej analyzy je spravne mapovat’ ¢itania voéi referen¢énej DNA sekvencii
a spravne identifikovat’ pritomné sekvencné varianty. Vystupom uvedeného procesu st ¢itania
namapované na referenéntl sekvenciu (format BAM a BAI) a vytvorenie zoznamu spol'ahlivo
identifikovanych sekvenénych variantov (format VCF, prip. gVCF). Hlavné ciele
a odporucania sekundarnej analyzy su nasledovné:

e Odporuca sa posudit’ hibku pokrytia nielen vo formate BAM, ale aj vo formate VCF
(t.j. pocet Citani prislusnej bazy, z ktorych bola redlne uskutonend genotypizacia),
ktora sa povazuje za $tandard, ako napr. minimalne 20x hibka pokrytia v pripade
zarodo¢ného variantu typu SNV alebo maly indel, pripadne 100x pre varianty typu CNV
(pri pouziti Illumina sekvenovania a WES pristupu).

e Odporuca sa reSpektovat’ vyrobcom odporucané Specifikd pripravy DNA kniznic,
Specifika pouzitej sekvenacnej platformy, ako aj typy identifikovanych DNA variantov,
resp. efektivne hibky pokrytia.

e Odporuaca sa v sprave z MPS definovat’ rozsah pokrytia ciel'ovej oblasti, ako aj oblasti
s mensou ako odport¢anou hibkou pokrytia:

o V pripade, ak sa pouzije MPS ako technickd nahrada Sanger sekvenovania
malého poctu génov/exonov, nasledne sa odporuca dosekvenovanie
nedostatocne pokrytych oblasti tak, aby sa dosiahol rovnaky diagnosticky
vytazok, senzitivita a §pecificita ako konvencne pouzivané technologie.

o V pripade pouzitia MPS ako primarnej metdédy sa odporuca dosekvenovat
nedostatocne pokryté oblasti na zaklade dodatocného vyzZiadania lekarskym
genetikom (report nepokrytych oblasti ma byt na vyziadanie dostupny
pre indikujticeho lekara).

e Na identifikdciu roznych typov sekvenénych variantov sa odportaca pouZit’ na to uréené
analyza¢né nastroje a zaznamenavat’ ich vo vysledkovej sprave (napr. CNV moduly,
moduly na analyzu repetitivnych sekvencit).

Terciarna analyza MPS dat predstavuje postupy anotdcie afiltrovania DNA variantov,
vyhodnotenia a interpretacie vysledkov v definovanych genomickych oblastiach. Odportca sa
venovat’ Speciadlnu pozornost’ preferenciam indikujuceho lekéra, s dérazom prireportovani
DNA variantov patriacich do skupiny nahodnych a sekundarnych nalezov.



e Po anotédcii zoznamu DNA variantov sa uskutoCni analyza zamerand na primarne
cielové oblasti, ¢ize filtrovanie variantov, ktoré je v stlade so Ziadostou o vySetrenie
a informovanym sthlasom. Filtrovanie DNA variantov mdze byt realizované réznymi
sposobmi, napr. Specifikdciou zoznamu génov, definiciou fenotypovych prejavov
ochorenia, prip. suspektnou diagnézou.

e 7 hladiska primarneho zamerania testovania méze byt filtrovanie vykonané dvoma
odliSnymi pristupmi, od ktorych napr. zavisi, ¢i si DNA varianty identifikované
ako primarne alebo ndhodné:

o Ako hlavny pristup pri CES/WES/WGS sa odporaca pouzitie metddy
filtrovania “zhora dolu” (“Top down”), ktora je klasickym pristupom a vychadza
z filtrovania variantov na zéklade zoznamu génov, fenotypovych znakov,
alebo suspektného ochorenia. Tento pristup umoziluje minimalizovat' pocet
nahodnych nalezov.

o Alternativny pristup “zdola hore” (“Bottom up”) vychadza z identifikécie
DNA variantov podl'a ich klinického dopadu (bez predchadzajaceho filtrovania
podl'a génov alebo symptomatologie), s naslednym vyhladdvanim variantov
v stlade s asociovanym fenotypom pacienta. Uvedend stratégia sa povazuje
za dopliiujtcu, a to pre pripady, v ktorych sa nepodari identifikovat’ klinicky
relevantné varianty pomocou “top down” stratégie. Avsak tento pristup je
potencidlne spojeny s VvAcSim mnozstvom identifikovanych klinicky
relevantnych DNA variantov, ktoré nesuvisia s primarnym dovodom vySetrenia,
t.J. ndhodnych nalezov.

e Zaroven sa odporuca, pri vykonani CES/WES/WGS, uskuto¢nenie hodnotenia
sekundarnych ciel’ovych oblasti, a to v rozsahu génov a DNA variantov, ktoré¢ st
klinicky relevantné a nimi determinovany fenotyp je zavazny, ale ovplyvnitelny.
Za hodnotené¢ sekundarne oblasti sa povazuji gény v rozsahu prislusnych a aktualnych
odbornych odporacani venujucich sa explicitne tejto téme.

e Vo filtrovanom zozname DNA variantov sa vhodnymi bioinformatickymi ndstrojmi
uskutocni prioritizacia DNA variantov z hladiska ich pravdepodobnej klinickej
relevancie, a to na zadklade tidajov ako frekvencia variantu v populacii, predpokladany
typ dedicnosti, typ identifikovanej sekvencnej zmeny, lokalizdcie v ramci génu
a proteinu, predpokladaného dopadu zmeny na protein, informdcii z funkénych stadii,
publikovanych informacii a klasifikacii v dostupnych databazach, prip. internej databazy
laboratoria, konsenzuélnej predikcie viacerymi predikénymi softvérmi.

e Vysledna klasifikacia potencidlneho klinického efektu identifikovanych DNA variantov
prebehne v sulade s aktualnymi odbornymi odportac¢aniami (napr. ACMG,Richards
a kol., 2015; Riggs a kol., 2020), pri¢om zdroj interpretacie je jednoznacne uvedeny
v sprave. Odporuca sa pritom pouzit’ klasifikaciu do 5 zakladnych tried, a to benigne,
pravdepodobne benigne, patogénne, pravdepodobne patogénne varianty, a varianty
s neznamym klinickym efektom. V pripade potreby je mozné delit’ varianty s neznamou
signifikanciou na d’alSie podskupiny. Pomocou nich je mozné vymedzit’ napr. varianty
potencialne Kklinicky signifikantné (alebo tzv. HOT-VUS), ktoré sice nemézu byt
klasifikované za “pravdepodobne patogénne”, ale existuju dokazy o ich potencialnej
patogénnej/benignej  povahy, pripadne je mozné definovat  doplnkové



informacie/vySetrenia, podl'a ktorych by bolo mozné jednoznacénejsie klasifikovat’ dané
varianty smerom k patogénnej/benignej povahe.

e Ak sa klinicky relevantny a potencidlne reportovatelny sekvencny variant klasifikuje
automatizovanym sposobom, je jeho klasifikaciu potrebné nezavisle preverit.

e Ak sa identifikuje klinicky relevantny a potencidlne reportovatelny sekvencny variant,
odporuca sa jeho kvantitativne a kvalitativne parametre prehodnotit’ v suvislosti
s charakterom okolitej sekvencie, a tiez overit pomocou vhodného vizualizacného
nastroja (napr. IGV), a to na trovni mapovanych ¢itani (BAM a BAI stibor).

7. Interpretacia a oznamovanie vysledkov MPS analyz
7.1. Interpretacia vysledkov
Interpretécia vysledkov MPS analyzy sa vykonava na viacerych trovniach:

e Hodnotenie vysledkov MPS analyzy a molekuliarno-geneticki interpretaciu
identifikovanych DNA variantov uskuto¢iiuje laboratéorny diagnostik
so Specializaciou v odbore Laboratorne a diagnostické metddy v klinickej genetike,
pricom ich reportuje formou vysledkovej spravy smerom K indikujucemu lekarovi
so $pecializaciou v odbore Lekarska genetika®.

o Odporuca sa reportovat’ smerom k indikujucemu odbornikovi primarne nalezy,
a to v stlade s minimalnymi poziadavkami na spravu definovanymi nizsie.

o Odporuca sa rutinne hodnotit’ a reportovat’ smerom k indikujicemu odbornikovi
nahodné nalezy v primarne hodnotenych cielovych oblastiach, a tiez v pripade
uskuto¢nenia CES/WES/WGS rutinne hodnotit’ a reportovat’ aj sekundarne
nalezy v relevantnych génoch (vid’ vysvetlenie nizsie, kap. 11.2), a to v rozsahu
patogénnych a pravdepodobne patogénnych variantov.

o Indikujuci lekar (lekarsky genetik) klinicky interpretujevysledky molekuldrno-
genetickej MPS analyzy pacientovi/probandovi (alebo zakonnému zastupcovi,
resp. splnomocnenej osobe) alebo odosielajicemu lekarovi.

o Rozhodnutie o interpretacii nahodnych néalezov pacientovi uskutocni lekarsky
genetik.

o Rozhodnutie o interpretacii sekundarnych nalezov pacientovi uskutocni
lekarsky genetik v kontexte so ziskanym informovanym suhlasom.

o Odporuaca sa, aby bol na tieto aspekty pacient/proband upozorneny uz pocas
predtestovej konzultacie. V pripade vyjadrenia nesuhlasu zo strany
pacienta/probanda sa neodporica uvedené nalezy reportovat’.

7.2. Hlavné aspekty a definicia minimalneho obsahu vysledkovej spravy

Laboratorna sprava o vysledku molekuladrno-genetického MPS testovania obsahuje minimalne
nizSie uvedené prvky. V pripade potreby je vhodné pouzit' aj elektronické prilohy spravy,
napr. informacie o Specifickych parametroch a nastaveniach laboratdrnej a bioinformatickej
analyzy, prip. na vyziadanie zoznam vSetkych identifikovanych DNA variantov,
a to bez Specifického filtrovania (okrem zdkladného filtrovania na dostato¢nu technicku
kvalitu).



Minimalny rozsah a obsah spravy o vysledkoch molekularno-genetického testovania je
definovany prislusnymi normami (napr. ISO 15189:2012). V kontexte Specifik MPS analyz
sprava obsahuje navy$e minimalne nasledujuce prvky:

Suspektna diagnoza, ak je znama, prip. hlavna indikacia pre MPS testovanie.

Stru¢na rekapitulacia klinického/fenotypového nalezu, prip. relevantné genealogické
udaje, so zameranim na fenotyp pacienta/probanda asociovany s indikaciou testovania.
Pozadovany rozsah génov zahrnutych do MPS analyzy, prip. ina definicia genomickych
oblasti zaujmu (vratane definovania typov DNA variantov).

Pouzitd laboratérna diagnostickd metdda s rozsahom sekvenovanej genomickej oblasti
(cely gendm, cely exdm, klinicky exom, mensi panel génov/exdny), prip. senzitivita
a Specificita pouzitej metody.

Typ doplnkovych testov napr. dodatocné sekvenovanie Sangerovym sekvenovanim,
MLPA (v zmysle kompletnosti pokrytych cielovych oblasti a doplnenia
komplementarnymi metodikami).

Analyzovany rozsah hodnotenej oblasti gendmu (oblast, v ktorej boli hodnotené
identifikované varianty), uvedenie typov interpretovanych DNA variantov (napr. SNV,
malé indely, STR, CNV, chromozémové aberacie, aneuploidie, zmeny metylacie atd’.),
uvedenie minimalneho efektivneho pokrytia a minimalnej hibky &itania cielovej oblasti
(s konkrétnym uvedenim identifikatorov, napr. genomickych koordinatov nedostato¢ne
pokrytych oblasti, resp. konkrétne nepokryté gény a exony v cielovych oblastiach).
Struény opis pouzitej bioinformatickej analyzy, spolu s opisom hlavnych nastrojov
a zdrojov anotacie variantov (databazy, in silico predikéné nastroje, automatické nastroje
na klasifikéciu klinického dopadu variantov, atd’.) a postupov filtrovania a prioritizacie
variantov.

Limitacie pouzitych laboratornych a bioinformatickych metod, napr. detekcia expanzie
tandemovych opakovani, CNV variantov, variantov mimo ciel’'ovej oblasti.

e Pouzité referencné sekvencie a ich konkrétne verzie.
e Uvedeniezoznamu DNA variantov identifikovanych v cielovej genomickej oblasti

po prioritizacii a filtrovani sekven¢nych variantov, a to s klasifikdciou klinického
vyznamu: “patogénny”, “pravdepodobne patogénny”, prip. iné varianty, vratane
variantov s neznamou signifikanciou, ktoré méZu byt potencialne klinicky relevantné.
Uvéadzanie DNA variantov pomocou aktudlne platnej nomenklatiry spolo¢nosti
Human Genome Variation Society (HGVS), a to na trovni genomickej referencne;j
sekvencie (“g.”), kodujiicej DNA referen¢nej sekvencie (“c.”) a proteinovej referencnej
sekvencie (“p.”), prip. mitochondridlnej referen¢nej sekvencie (“m.”), vSetko vzhl'adom
k jednoznaéne definovanej a vol'ne dostupnej referen¢nej sekvencii gendému, prislusného
génu, prip. rs identifikator DNA variantu.

Pri kazdom reportovanom variante uviest interpreticiu, t.j. prislusna aktualnu
klasifikaciu klinického vyznamu, pricom je vhodné uviest aj konkrétne kritéria,
ktoré dany variant v kontexte hodnotenia spifia (napr. frekvencia v populaénych
databazach, lokalizécia vo funkénych doménachproteinu, asociacia s typom dedi¢nosti
atd’.).

Odportca sa, aby na vyziadanie bola dostupnéd elektronicka priloha s kompletnym
zoznamom anotovanych DNA variantov identifikovanych v cielovych oblastiach
analyzy.



e JednoznaCny zdver vySetrenia s interpretdciou prisluSnych klinicky relevantnych
DNA variantov s d’al$imi molekulédrno-genetickymi odporucaniami, ak také existuju.

8. Laboratorna evidencia a dokumentacia procesov postupov MPS

Odporuca sa dodrziavat’ vSeobecne definované normy laboratérnej evidencie (napr. ISO
15189:2012), vratane podrobnej laboratérnej evidencie a dokumentovania bioinformatickych
postupov, t.j. pouZzité nastroje, ich verzie a nastavenia.

9. Archivacia biologického materidalu a generovanych sekvenacnych dat,

ich ochrana a zdielanie
Odporuca sa, aby laboratoria vykonavajiice MPS zabezpecili archivaciu biologického materidlu
ako ajarchivaciu generovanych dat minimalne v podobe FASTQ suborov, optimalne
aj v podobe BAM, BAI a VCF suborov pouzitych pri hodnoteni vysledkov MPS analyzy
v zmysle prislusného zakona.

Data ziskané prostrednictvom MPS analyz (predovsetkym vécSieho rozsahu, napr. CES, WES,
WGS) mézu obsahovat’ informacie pouzite'né pre identifikdciu 0osob na individualnej Grovni
a su preto povazované za osobné udaje podliehajiice ochrane osobnych udajov podl'a pravidiel
GDPR, resp. zékona ¢. 18/2018. Kazdé laboratorium preto musi mat’ interné predpisy a postupy
zamedzujuce Uniku a potencidlnemu zneuzitiu tychto informacii.

Sekvenaéné data spracované v réznych trovniach (FASTQ, BAM, VCF) m6zu byt’ potencialne
vyuzitel'né aj pri naslednych analyzach alebo reanalyzach, pri ktorych nemusi byt’ nevyhnutné
opakovat’ laboratornu cCast’ sekvenacnej analyzy, resp. postacuje reanalyza uz ziskanych
sekvenac¢nych dat. V takychto pripadoch sa odporuca vyuzit' zdielanie sekvenacnych dat
medzi laboratériami, pricom toto je podmienené formalizovanou poZiadavkou zo strany
lekarskeho genetika. Lekarsky genetik v ziadosti definuje svoju poziadavku s ohl'adom
na dovod reanalyzy povodne ziskanych sekvenaénych dat a definuje pracovisko,
ktoré reanalyzu vykona.

Sucast'ou zdiel'ania generovanych dat moze byt aj pseudonymizovany/anonymizovany subor
klinicky relevantnych sekvenénych variantov, spolu s prislichajicimi idajmi umozZiiujucimi
klasifikaciu klinického dopadu variantu, do medzinarodnych databaz sekvenénych variantov
(napr. dbSNP, ClinVar, HGMD, atd.), prip. do databaz Specifickych pre ochorenie
(ak st relevantné).

10. Reanalyza MPS dat
V nadvéznosti na uskuto¢neny rozsah MPS vySetrenia je mozné uskutocnit reanalyzu
povodnych vystupov MPS dat, prip. rozsireniec povodne hodnotenej genomickej oblasti,
ale az na zéklade dodato¢ného pisomného vyziadania lekarskeho genetika.

11. Overovanie nalezov ziskanych pomocou MPS
Overovanie nalezov ziskanych pomocou MPS je mozné rieSit z pohl'adu dvoch hlavnych
alternativnych dovodov vykonania overovacich analyz:



1)

2)

Overovanie sa uskutoCfiuje pouzitim tej istej alebo alternativnej metodiky,
prip. z nového odberu biologického materialu, a to na vyli€enie zimeny biologickych
vzoriek, prip. k nim prisluchajucich molekularno-genetickych dat. V tychto pripadoch
sa odporuca vykonat’ overovania relevantnych nalezov podl'a Standardne zauzivaného
postupu v laboratoriu, a to v rozsahu “patogénnych” a “pravdepodobne patogénnych”
DNA variantov, pripadne d’alSich variantov, ktoré st potencialne klinicky relevantné.
V pripade overovania z pohPadu technickej spoPahlivosti MPS vysledkov je potrebné
zvéazit vybrané kvalitativne a kvantitativne parametre analyzy konkrétnych klinicky
relevantnych DNA variantov. Ak kvalitativne a kvantitativne parametre
identifikovanych variantov vykazuji vysoku spolahlivost’ (pocet Citani variantu,
hibka ¢itania variantu, pomer ¢&itani variantu z oboch smerov), nevyzaduje sa overit’
identifikované varianty alternativnhou metodikou.

o Kontrolu kvalitativnych a kvantitativnych parametrov individualnych
variantov sa odporac¢a uskuto¢nit’ v pripade DNA variantov s kauzalnym
klinickym efektom, t.j. v pripade reportovanych variantov.

o Parametre na kontrolu kvality DNA variantu predstavuju skore kvality
genotypu, celkovy pocet Citani pre relevantnil oblast’ (pokrytie oblasti zaujmu),
podiel ¢itani potvrdzujicich alternativnu alelu, skére kvality mapovania ¢itani
alternativnej alely, orientacia Citani alternativnej alely, umiestnenie variantu
v ramci Citani potvrdzujicich jeho pritomnost, celkovy sekvenény kontext
variantu (zvySenu pozornost je potrebné venovat napr. DNA variantom
v homopolymérnych a repetitivnych oblastiach).

o Odporuca sa, aby si hranice spol'ahlivosti relevantnych parametrov stanovilo
laboratérium na zédklade verifika¢nych resp. validacnych postupov.

o Ak je spolahlivost’ identifikovanych variantov neista, t.j. nie si splnené
parametre spolahlivosti, vyzaduje sa uskuto¢nenie konfirmacnej analyzy
pritomnosti DNA variantu inou metddou.

o V pripade, ak sa identifikované DNA varianty neoveruju z nového odberu
biologického materialu, alebo pomocou nezavislej metody, odporuca sa
identitu vySetrovanej vzorky a MPS dat overit’ (napr. pomocou vybranych
klinicky neutralnych genomickych markerov). Genotypizacia DNA markerov sa
moze uskuto¢nit’ konvencnou metédou z pdvodnej biologickej vzorky,
pri¢om sa prislichajiice genotypy extrahuju aj priamo z MPS dat a porovnaji sa
vzajomne.

Odporuacania pre d’alsi audit a reviziu Standardu
Prvy audit a revizia tohto Standardného postupu po roku a nésledne kazdych 5 rokov resp.

pri zndamom novom vedeckom dokaze o efektivnejSom manazmente diagnostiky alebo liecby
a tak skoro ako je moznost’ zavedenia tohto postupu do zdravotného systému v Slovenske;j
republike.

12.
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Poznamka:

AK klinicky stav a osobitné okolnosti vyzaduju iny pristup K prevencii, diagnostike alebo lieche
ako uvddza tento Standardny postup, je mozny aj alternativny postup, ak sa vezmii do uvahy
dalsie vysetrenia, komorbidity alebo liecha, teda pristup zaloZeny na dokazoch alebo na

zdklade klinickej konzultacie alebo klinického konzilia.

Takyto klinicky postup ma byt jasne zaznamenany v zdravotnej dokumentdcii pacienta.

U¢innost’
Tento Standardny postup nadobuda G¢innost’ 15. novembra 2022.

Vladimir Lengvarsky
minister zdravotnictva
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