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Genomické zmeny v nádoroch sú veľmi komplexné a významne ovplyvňujú odpoveď na cielenú terapiu. Globálne profilovanie nádorových 
genómov metódou celogenómového sekvenovania (WGS) sa stalo nevyhnutnou súčasťou viacerých klinických štúdií, ktoré poukazujú na 
jeho pridanú hodnotu a potenciál v rutinnom diagnostickom testovaní. Vďaka klesajúcim nákladom na WGS a jeho schopnosti analyzovať 
varianty všetkých tried v rámci jedného testu možno predpovedať jeho plynulý prechod z klinických štúdií do rutinnej diagnostickej praxe. 
Začlenenie WGS do štandardnej klinickej onkologickej starostlivosti bude náročnou cestou s viacerými výzvami. Napriek tomu, úplné 
využitie potenciálu genomickej medicíny v onkológii prostredníctvom pokročilej diagnostiky sľubuje významný progres v diagnostike, 
prognostifikácii a liečbe onkologických pacientov. 
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Whole-genome sequencing in oncology – from clinical trials to routine diagnostic use

Genomic alterations in cancer are highly complex and significantly impact the response to targeted therapy. Comprehensive profiling of 
cancer genomes using whole-genome sequencing (WGS) has become an essential part of several clinical studies, highlighting its added 
value and potential in routine diagnostic testing. With the decreasing costs of WGS and its ability to analyze variants of all types in a single 
assay, a seamless transition from clinical trials to routine diagnostic practice can be anticipated. Integrating WGS into standard clinical 
cancer care will be a challenging process with multiple obstacles. Nevertheless, fully harnessing the potential of genomic medicine in 
oncology through advanced diagnostics promises significant progress in the diagnosis, prognosis and treatment of cancer patients.
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Úvod 
Tumorigenéza je komplexný 

mnohostupňový proces, ktorý začína 
onkogénnou (driver) mutáciou v jedinej 
somatickej bunke (1). Tento prvotný ge-
netický zásah  poskytuje bunkám se-
lekčnú výhodu, ktorá je základom pre 
ich následnú klonálnu expanziu.  Počas 
procesu tumorigenézy sa v pôvodnom 
nádorovom klone postupne akumulujú 
ďalšie mutačné zásahy, ktoré vedú k ire-
verzibilnej progresii nádorového tkani-
va do vysoko heterogénnej a invazívnej 
lézie. Frekvencia genetických zásahov 
v priebehu evolúcie nádorov závisí od 
kombinácie fyzikálnych faktorov, ktoré 
určujú rýchlosť ich výskytu a selektív-
nych tlakov, ktoré ovplyvňujú ich fixáciu 
v prostredí a súhrnne smerujú k propa-
gácii prežitia a proliferácie nádorových 
klonov (2). Analýzy párových vzoriek ná-
dorového a normálneho tkaniva vykona-

né pokročilými technikami sekvenovania 
ukázali, že driver mutácie a klonálna ex-
panzia môžu byť prítomné už v morfolo-
gicky normálnych tkanivách. K transfor-
mácii normálneho tkaniva na nádorové 
však dochádza pomerne zriedkavo. Tieto 
poznatky naznačujú, že samotná dri-
ver mutácia zvyčajne nie je pre úplnú 
onkogenénnu transformáciu postačujú-
ca. Je známe, že ochranu pred vznikom 
nádorov fyziologicky zabezpečuje on-
kogénna bariéra. Jej narušenie vplyvom 
podnetov z prostredia, ako aj starnutia, 
prostredníctvom mechanizmov, ktoré sú 
zatiaľ nedostatočne pochopené, je kľú-
čovou hybnou silou nádorovej transfor-
mácie. Predpokladáme, že onkogenéza je 
výsledkom vzájomnej súhry genetických, 
epigenetických a  environmentálnych 
faktorov (1). 

Nedávne pokroky v oblasti ana-
lýzy ľudského genómu a transkriptómu 

metódami masívneho paralelného sek-
venovania, jednojadrového RNA sekve-
novania (single-cell-RNA-seq) a priesto-
rovej transkriptomiky sľubujú revolúciu 
v náhľade do genomiky/transkriptomi-
ky nádorov. Tieto techniky umožňujú 
komplexne zhodnotiť význam časovej 
a  priestorovej heterogenity nádorov. 
Skúmanie nádorového genómu pomocou 
celogenómového sekvenovania (whole 
genome sequencing, WGS) poskytuje 
ucelený pohľad na biológiu a patoge-
nézu nádoru, čím posúva perspektívy 
diagnostiky, prognostifikácie a terape-
utických intervencií bližšie k precíznej 
medicíne. Tento článok sa zameriava na 
celogenómové sekvenovanie a jeho apli-
kácie v klinickej diagnostike, s dôrazom 
na jeho potenciál pri diagnostike on-
kologických ochorení detí a dospelých, 
pri stratifikácii pacientov do rizikových 
skupín a rozvoji cielených terapií. Cieľom 
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je poskytnúť ucelený prehľad o aktuál-
nom stave poznania, výhodách, výzvach 
a perspektívach využitia WGS v onkolo-
gickej diagnostike a liečbe.

Molekulárno-genetická 
diagnostika v onkológii: 
Aktuálne možnosti 
a perspektívy
Evolúcia nádoru je sekvenčný pro-

ces, ktorý zahŕňa sled mutačných zása-
hov, ktoré sa v nádorovom klone postup-
ne akumulujú, kombinujú a kooperujú 
tak, aby zabezpečili úspešnú onkogenézu 
a následne dlhodobé prežívanie nádoru 
(1, 2). Nádorovo špecifické mutácie tvoria 
zmeny na úrovni niekoľko nukleotidov 
( jednonukleotidové varianty, malé in-
zercie a/alebo delécie), ako aj numerické 
alebo štrukturálne odchýlky od normál-
neho karyotypu variabilného rozsahu 
(vyvážené a nevyvážené translokácie, 
inverzie, duplikácie, delécie), zmeny 
v počte kópií konkrétnych chromozómov 
(aneuploídie), násobky základnej sady 
chromozómov t. j. dupli/multiplikácie, 
resp. delécie celého jadrového genómu 
(euploídie), prípadne sa manifestujú ako 
rozsiahle preskupenia genómu (kom-
plexné štrukturálne prestavby, napríklad 
v dôsledku chromotripsie/chromople-
xie). Cytogenetické a molekulárne zmeny 
prítomné v čase diagnózy predstavujú 
významné diagnostické, prognostické 
a terapeutické ukazovatele priebehu on-
kologickeho ochorenia, prípadne sa radia 
medzi prospektívne genetické/moleku-
lárne markery, ktorých klinický význam 
čaká na objasnenie.

Zlatým štandardom v laboratórnej 
diagnostike onkologických ochorení je 
multimodálne testovanie zamerané na 
identifikáciu driver mutácií. Tento prí-
stup sa zameriava na analýzu karyotypu 
a vyšetrenie špecifických cytogenetic-
kých zmien pomocou metód konvenčnej 
a molekulárnej cytogenetiky (fluores-
cenčná in situ hybridizácia/FISH, array 
komparatívna genómová hybridizácia/
aCGH), ako aj na cielenú analýzu nuk-
leotidovej sekvencie na úrovni DNA a/
alebo RNA. V  posledných rokoch sa 
do diagnostiky hematologických aj  so-
lídnych nádorových ochorení úspešne 
implementovalo sekvenovanie špecific-
kých génových panelov asociovaných 

s konkrétnou skupinou onkologických 
ochorení. Paralelná analýza vybraných 
klinicky významných molekulárnych 
markerov typu jednonukleotidových 
variantov (SNV) a/alebo malých inzer-
cií a/alebo delécií postupne nahrádza 
konvenčné metódy ako PCR a jej modi-
fikácie a Sangerovu sekvenačnú analýzu. 
Napriek svojej perspektíve v diagnos-
tickej a prognostickej stratifikácii, ako 
aj pri smerovaní liečebných stratégií, je 
však diagnostický prístup založený na 
panelovom sekvenovaní informatívny iba 
v oblastiach vybraných na analýzu, čím 
cieli na obmedzenú skupinu variantov. 
Preto v prípade negatívneho výsledku 
nemá panelové sekvenovanie dostatočnú 
výpovednú hodnotu. Mnohé laborató-
riá preto ponúkajú alternatívu v podobe 
identifikácie kódujúcich variantov v kan-
didátnych génoch klinicky významne 
asociovaných s onkologickými ochore-
niami na základe sekvenovania celého 
exómu (whole exome sequencing, WES). 

Určité skupiny pediatrických aj 
dospelých pacientov sa však vyznačujú 
onkologickým ochorením s nízkou mu-
tačnou záťažou, pričom štandardná cy-
togenetická a molekulárna diagnostika, 
ani využitie metód na báze MPS v zmysle 
panelového sekvenovania a WES, v tých-
to prípadoch neodhalia prognosticky 
významný marker ochorenia. Recentné 
štúdie naznačujú, že v tejto skupine pa-
cientov je vhodné zamerať sa na analýzu 
variantov lokalizovaných mimo kódujúcu 
oblasť genómu (štrukturálne varianty), 
prípadne vyhľadávať kandidátne markery 
na základe zhodnotenia variability epige-
nómu, nakoľko bolo opakovane preuká-
zané, že nádorové a nenádorové genómy 
sa môžu významne líšiť v metylačných 
profiloch. Vzhľadom na tieto poznatky 
je potrebné pristúpiť k inovácii labora-
tórnych diagnostických algoritmov, čo 
by mohlo prispieť k zlepšeniu klinického 
manažmentu a optimalizácii terapeutic-
kých stratégií u pacientov, ktorých onko-
logické ochorenie ešte nebolo geneticky/
molekulárne charakterizované (3).

Metóda WGS je zameraná na sek-
venovanie kompletného genómu, vrátane 
kódujúcich (exóny) a nekódujúcich (intró-
ny, promótory, iné regulačné elementy) 
oblastí. Ponúka simultánnu identifikáciu 
sekvenčných aj štrukturálnych variantov, 

čím prepája centrálne dogmy cytoge-
netiky a molekulárnej biológie. Okrem 
komplexných informácií o genetických 
variantoch v nádorovom genóme, umož-
ňuje WGS analyzovať metyláciu DNA, 
teda kľúčový epigenetický mechaniz-
mus, ktorý môže ovplyvniť expresiu gé-
nov v nádorových bunkách bez zmeny 
samotnej sekvencie DNA. Taktiež posky-
tuje kvantitatívne informácie o čistote 
nádorového materiálu (podiel nádoro-
vých buniek v analyzovanej vzorke, tu-
mor purity) a nádorovej mutačnej záťaži 
(tumor mutation burden, TMD), čo je 
počet mutácií v genóme nádoru.  TMB 
je významným ukazovateľom genetickej 
heterogenity nádoru a môže zohrávať 
dôležitú úlohu pri terapeutickej rozvahe. 
V súčasnosti je TMB prediktívnym mar-
kerom účinnosti imunoterapie (4). 

Celogenómové sekvenovanie 
v klinických štúdiách: Nové 
horizonty v cielenej terapii 
onkologických ochorení
Klinické štúdie tvoria prvú líniu 

v hodnotení významu genetického pro-
filovania pri stratifikácii pacientov do 
rizikových skupín a pri výbere vhodnej 
terapie. Prevažná väčšina klinických 
štúdií bola donedávna zameraná na jed-
notlivé histologické typy nádorov, špe-
cifické genetické markery a konkrétne 
molekulárne liečivá, čo výrazne obme-
dzovalo počet onkologických pacientov 
vhodných na zaradenie do týchto štúdií. 
Navyše, počet perspektívnych moleku-
lárnych agensov kontinuálne rastie, pri-
čom recentné informácie o komplexite 
nádorového genómu a transkriptómu 
generujú  neustále sa rozširujúci zoznam 
kandidátnych klinicky významných DNA 
variantov. Je preto nevyhnutné syste-
maticky integrovať diagnostiku týchto 
nových variantov do klinických štúdií 
a vyhodnotiť ich potenciálnu prediktív-
nu hodnotu. Racionálnym riešením je 
využitie metódy WGS, ktorá umožňuje 
identifikovať genetické varianty všet-
kých tried v rámci jedného testu, vráta-
ne pravdepodobne klinicky významných  
variantov, ktoré nekódujú proteíny. 

V posledných rokoch sa objavujú 
inovované dizajny klinických štúdií, ktoré 
sa snažia zohľadniť dostupné poznatky 
o inter- a intra- individuálnej molekulár-
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nej variabilite onkologických ochorení 
a potrebu hodnotenia väčšieho počtu 
genetických markerov. V rámci jedné-
ho protokolu klinickej štúdie môže byť 
združených niekoľko desiatok podštúdií, 
ktoré sa odlišujú charakteristikami ran-
domizovanej populácie, ako aj liečebnými 
protokolmi, ktoré môžu byť v priebehu 
follow-up obdobia prispôsobené aktu-
álnemu stavu pacienta. 

Príkladom sú basket štúdie, ktoré 
hodnotia účinnosť špecifických géno-
vých mutácií bez ohľadu na lokalizáciu 
a typ nádoru. V týchto štúdiách sa vy-
užíva rovnaká experimentálna liečba 
zameraná na konkrétnu mutáciu/va-
riant, čo umožňuje hodnotiť účinnosť 
vybranej terapie pri rôznych ochoreniach 
alebo podtypoch ochorení.  Konkrétne, 
multicentrická klinická štúdia Basket of 
Baskets (BoB) hodnotila účinnosť ciele-
ných agensov v  populáciách s pokroči-
lými štádiami solídnych nádorov selekto-
vaných na základe molekulárneho profilu 
primárneho nádoru a cirkulujúcej DNA 
metódami panelového/WGS/RNA sek-
venovania (5). S podobným zameraním 
prebiehala prospektívna štúdia WIDE 
v Holandsku, ktorá hodnotila realizova-
teľnosť, validitu a pridanú hodnotu WGS 
v diagnostickom testovaní na základe 
analýzy vzoriek biopsií metastatických 
karcinómov v kohorte 1 200 pacientov 
(6, 7). Doba obratu molekulárneho profi-
lovania pomocou WGS testu bola v tejto 
štúdii porovnateľná s aktuálnou mole-
kulárnou diagnostikou, čo znamená, že 
čakacia doba pre lekárov a pacientov ne-
bola predĺžená. Štúdia preukázala 99,2 %  
zhodu s výsledkami štandardných ge-
netických vyšetrení a priniesla pridanú 
hodnotu, nakoľko na základe identifiká-
cie terapeuticky cieliteľných genetických 
zmien bolo možné až 71 % pacientom po-
núknuť aspoň jednu liečebnú modalitu. 

Výsledky štúdie WIDE potvrdili, 
že WGS môže výrazne redukovať po-
čet diagnostických chýb. Použitie WGS 
viedlo k zmene diagnózy u 14 % analy-
zovaných nádorov, čo následne umožnilo  
zmenu liečebného manažmentu pacien-
tov. Navyše, táto metóda identifikovala 
nové terapeutické ciele u pacientov so 
sarkómom, čo prispelo k ich zaradeniu do 
štúdie s experimentálnou liečbou. Na zá-
klade výsledkov tejto štúdie sa holandský 

onkologický inštitút stal v  januári 2021 
prvou nemocnicou v Holandsku, kto-
rá implementovala WGS do pravidelnej 
diagnostiky pre špecifické indikácie.

Celogenómové 
sekvenovanie v onkologickej 
diagnostike: Prínos 
a potenciál identifikácie 
nových diagnostických 
a terapeutických markerov pre 
rutinnú diagnostiku
Zo štúdií zameraných na hodno-

tenie klinického významu WGS vyplý-
va, že genómové aberácie lokalizova-
né v nekódujúcich oblastiach genómu 
môžu predstavovať dôležité diagnos-
tické a prognostické ukazovatele on-
kologických ochorení. Interpretácia 
komplexných štrukturálnych varian-
tov v nekódujúcich oblastiach genómu 
predstavuje zatiaľ neúplne prekonanú 
výzvu v interpretácii WGS dát. V tom-
to kontexte sa odporúča kombinovať 
WGS a  transkriptómové sekvenova-
nie (Whole Transcriptome Sequencing, 
WTS). Finálne, prístup na báze WGTS 
(Whole – Genome and Transcriptome 
Sequencing) umožňuje detegovať štruk-
turálne varianty a  zároveň hodnotiť 
ich funkčný význam na úrovni génovej 
expresie. Príkladom úspešnej klinickej 
aplikácie WGTS je nález identifikovaný 
v rámci komplexnej prestavby chromozó-
mov (chromoplexie), ktorá viedla k nad-
mernej expresii onkogénu MYB pros-
tredníctvom preskupenia enhancera (en-
hancer hijacking) génu NFIB do blízkosti 
tohto onkogénu vo vzorke adenoidného 
cystického karcinómu, ktorý iniciálne 
nevykazoval klinicky významné kódujúce 
varianty (8). Konvenčné diagnostické tes-
ty poukazujú na fúzne varianty MYB asi 
u 30 % prípadov adenoidného cystického 
karcinómu. Integrácia údajov o génovej 
expresii bola kľúčová pre anotáciu a re-
portovanie tohto nekódujúceho štruk-
turálneho variantu ako diagnostického 
markera v tejto skupine onkologických 
ochorení. V tej istej štúdii prispelo využi-
tie prístupu WGTS k identifikácii taktiež 
nekódujúcich štrukturálnych variantov 
v oblasti TP53 (17p13.1) u pacientov s os-
teosarkómom, ktoré korelovali so stratou 
expresie génu TP53, čo poukázalo na ich 
funkčnú relevantnosť. Nález štandardnej 

alely TP53 predstavuje inklúzne krité-
rium pre klinické štúdie zamerané na 
liečivá modulujúce p53 signálnu dráhu. 
Bez zaradenia WGTS do diagnostické-
ho algoritmu by mohlo dôjsť k chybnej 
interpretácii mutačného profilu TP53 
a nesprávnej indikácii terapie. 

Priekopníkom v  implementácii 
WGTS do diagnostiky hematologických 
a solídnych malignít sa stala pediatrická 
onkologická komunita americkej St. Jude 
Children‘s Research Hospital (9). V pi-
lotnom systematickom hodnotení toh-
to prístupu dosiahla kombinácia metód 
WGS a WTS 98 % účinnosť pri detekcii 
patogénnych, diagnostických variantov 
v porovnaní s prístupom kombinujúcom 
WES a WTS, ktorý preukázal citlivosť na 
úrovni 78 % (10).

V štúdii zahŕňajúcej 210 vzoriek 
detskej B-bunkovej akútnej lymfoblastovej 
leukémie (B-ALL) metóda WGS spoľahlivo 
detegovala všetky klinicky významné cy-
togenetické markery B-ALL a jej výsledky 
plne korelovali s výsledkami štandard-
ných diagnostických metód a s výsled-
kami WTS (11). Navyše umožnila identi-
fikovať zatiaľ neopísané, cytogeneticky 
kryptické abnormality, vrátane nových 
fúznych génov a ďalších prestavieb, ktoré 
môžu slúžiť ako základ pre subklasifikáciu 
ďalších pacientov v rámci B-ALL (obrázok 
1). Vďaka podrobnej charakterizácii geno-
mických zmien metódou WGS sa v tejto 
práci podarilo identifikovať 294 subtyp-
-definujúcich genetických abnormalít cel-
kom u 96 % (202/210) prípadov s B-ALL. 
Výsledky komparatívnej genómovej štúdie 
u pacientov s glioblastómom preukázali 
vyššiu účinnosť WGS/RNA-seq v porov-
naní s cielenými panelmi. Na rozdiel od 
panelového sekvenovania identifikovalo 
WGS o 39,5 % viac genetických variantov, 
avšak iba 10 % z identifikovaných poten-
ciálne klinicky významných variantov 
ovplyvnilo liečebný manažment (12). 

V oblasti systematickej implemen-
tácie algoritmu WGTS do diagnostiky 
onkologických ochorení u detí je vý-
znamná švédska iniciatíva, ktorá zahrnu-
la do prospektívnej štúdie na báze WGTS 
všetky deti s primárnym alebo relabujú-
cim solídnym nádorom (13). Algoritmus 
genomického profilovania v rámci tej-
to štúdie je zobrazený na obrázku 2. 
Pilotné výsledky získané analýzou 118 
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nádorových genómov poukazujú na 
prínos globálneho profilovania na báze 
WGTS pri ďalšej subklasifikácii pacientov 
(50 % prípadov), ako aj pri identifiká-
cii potenciálnych terapeutických cieľov  
(26 % prípadov)  u detských onkologic-
kých pacientov.

Prínos celogenómového 
profilovania pri liečebnej 
stratifikácii a optimalizácii 
cielenej terapie onkologických 
pacientov
Genetická heterogenita nádorov 

významne ovplyvňuje efektivitu lieč-
by cielenej na vybrané driver mutácie. 
Rôzne faktory, ako individuálne špecific-
ké charakteristiky genómu a epigenómu, 
endogénne (napr. mechanizmy opravy 
DNA) a environmentálne faktory spoloč-
ne  podmieňujú úspešnosť týchto terapií. 
Individuálne špecifické mutačné profily 
sú zodpovedné za variabilitu liečebnej 
odpovede a podmieňujú rezistenciu na 
terapiu aj v rámci geneticky  a moleku-
lárne definovaných prognostických pod-
skupín. Príkladom je nález TP53 mutácií 
v kombinácii s prestavbou EML4::ALK 
u pacientov s nemalobunkovým karci-
nómom pľúc (NSCLC) (14). Nestabilita 
genómu vplyvom TP53 mutácií podmie-
ňuje nedostatočnú liečebnú odpoveď na 
tyrozínkinázové inhibítory (ALK-TKIs) 
a má negatívny vplyv na celkové preží-

Obrázok 1. Genetické podtypy definované na základe globálneho profilovania B-ALL metódou WGS 
v súbore 173 detských pacientov bez rekurentného cytogenetického markera v čase diagnózy na 
základe štandardnej cytogenetickej diagnostiky. Prevzaté a upravené podľa (11). Aspoň 1 genetický 
marker bol identifikovaný u 165 pacientov, čo predstavuje 95 % (165/173) prípadov. V rámci tejto 
skupiny boli u 12 % (19/165) prípadov identifikované známe B-ALL špecifické genetické abnormality, 
pričom u ďalších 146 pacientov boli určené nové genetické zmeny. Pacientov bez cytogenetického 
markera B-ALL v čase diagnózy bolo možné na základe výsledkov genomického profilovania klasifi-
kovať do 6 špecifických subtypov a zároveň bolo definovaných 15 nových subtypov B-ALL. Ani jednu 
zmenu na úrovni genómu nevykazovalo na základe genomického profilovania 8 pacientov, čo pred-
stavuje 5 % (8/165) z celkového počtu prípadov. 

Vysvetlivky: r – prestavba, alt – zmeny, other – prípady bez B-ALL špecifickej genetickej abnormality (n = 8)

Obrázok 2. Algoritmus komplexného WGTS profilovania detských onkologických ochorení v rámci švédskej štúdie, prevzaté a upravené podľa (13). (A) 
Súbežne s diagnostickou biopsiou/resekciou nádoru sa odoberá vzorka čerstvého nádorového tkaniva a vzorka periférnej krvi. (B) DNA je extrahovaná 
z nádorového tkaniva a leukocytov periférnej krvi, RNA je extrahovaná len zo samotného nádorového tkaniva. Pacienti sú zaradení do štúdie po udelení 
informovaného súhlasu a overení životaschopnosti nádorových buniek (minimálny limit 40 %). Nádorová DNA je podrobená WGS, analýze metylácie DNA 
(iba nádory CNS) a RNA-Seq (v prípadoch s dostupným materiálom). (C) Údaje z WGS sú podrobené bioinformatickým analýzam, pričom sú vyvolané 
somatické varianty,  germinálne varianty a klinicky významné varianty v rámci panelu génov asociovaných s onkologickými ochoreniami u detí typu SNV 
a malých inzercií a/alebo delécií. Paralelne sú identifikované varianty typu SV a CNV, a na základe RNA-Seq sa stanovujú fúzne gény. Pre každý nádor 
sú genetické nálezy posudzované v kontexte predbežnej histopatologickej diagnózy a klinického stavu pacienta v rámci molekulárnej nádorovej komi-
sie. Následne je vydaná záverečná správa integrujúca histopatologické nálezy a molekulárne profily. Germinálna DNA je paralelne testovaná na známe 
varianty predisponujúce k nádorom u detí a na genetické varianty, ktoré by mohli ovplyvniť liečbu. Nespracované údaje zo sekvenačných a metylačných 
profilov sa ukladajú do národného dátového centra švédskej biobanky detských nádorov.

Vysvetlivky: DNA/RNA – deoxy/ribonukleová kyselina, CNS – centrálna nervová sústava,  
SNV – jednonukleotidový variant, SV – štrukturálny variant, CNV – variant v počte kópií
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vanie pacientov v porovnaní so skupinou 
s EML4::ALK pozitívnym (EML4::ALK+) 
nádorom bez TP53 mutácie. Nasledujúce 
štúdie využitím WGS poukázali na ďal-
šie štrukturálne varianty (translokácie) 
a varianty v počte kópií TP53 vo vzor-
kách EML4::ALK+ NSCLC. Tieto poznatky 
poukázali na novú výzvu pri indikácii 
ALK-TKIs a zdôraznili potrebu ďalšej mo-
lekulárnej stratifikácie v tejto skupine 
onkologických pacientov. 

Poznanie a pochopenie mecha-
nizmov vzájomnej interakcie genetic-
kých/epigenetických zmien v nádoro-
vom klone je kľúčovým faktorom pre 
výber vhodnej terapeutickej stratégie 
a dosiahnutie želaných liečebných vý-
sledkov. Vzhľadom na potenciál WGS 
usmerňovať cielené terapie a klinické 
rozhodovanie môžeme, za predpokladu 
zachovania trendu znižovania nákladov 
na komplexné genomické profilovanie, 
očakávať postupný prechod WGS z úrov-
ne výskumu do klinickej praxe. Pred kli-
nickou implementáciou WGS však bude 
potrebné okrem ekonomických otázok 
prekonať viaceré ďalšie výzvy. Najmä 
bude potrebné zjednodušiť laboratórne 
a analytické pracovné postupy tak, aby 
bolo možné spracovať obrovské množ-
stvo dát v klinicky relevantnom čase. 
Zároveň bude nutné nastaviť citlivosť 
WGS a zabezpečiť správnu interpretá-
ciu genetických nálezov v súlade s ich 
klinickým významom (15). 

Analytické požiadavky 
spojené so začlenením 
celogenómového 
sekvenovania do precíznej 
onkologickej diagnostiky
Hoci požiadavky na vstupný ge-

netický materiál (DNA) pri testovaní 
jednotlivých génov sú v rozmedzí nano-
gramov (ng), multimodálny prístup mo-
lekulárneho testovania môže s rastúcim 
počtom vyšetrovaných markerov rýchlo 
vyčerpať dostupný genetický materiál. 
Naopak, WGS vyžaduje  jednorazovo 
50 ng až 1 µg vstupnej DNA a umožňu-
je analyzovať všetky typy genetických 
variantov v jednom teste. Navyše, v prí-
pade potreby je možné vykonať neobme-
dzený počet reanalýz genetických dát. 
Na dosiahnutie spoľahlivých výsledkov 
je však potrebné naplniť prísne požia-

davky na kvalitu vstupného genetického 
materiálu, vrátane koncentrácie, čistoty 
a integrity DNA (16). Keďže v priebehu 
formalínovej fixácie a konzervovania 
nádorových tkanív do parafínu (FFPE) 
dochádza k fragmentácii a chemickej 
modifikácii DNA, pre potreby WGS sa 
odporúča používať čerstvé alebo zamra-
zené nádorové tkanivo. Pri diagnostike 
hematologických malignít je vstupným 
biologickým materiálom kostná dreň 
alebo periférna krv získaná v čase diag-
nózy. 

Hoci ľudský genóm obsahuje nie-
koľko miliónov variantov, podiel získa-
ných, nádorovo špecifických somatic-
kých variantov sa v závislosti od typu 
nádoru pohybuje na úrovni tisícov po 
státisíce. Kľúčovým aspektom WGS je 
v tejto súvislosti párová analýza vzoriek 
nádorového a morfologický normálneho 
(nenádorového) tkaniva, čo umožňuje 
optimálne rozlíšiť získané (somatické) 
nádorové varianty od germinálnych va-
riantov. Kým somatické varianty sú špe-
cifické pre nádorové bunky, germinálne 
varianty sú prítomné v zárodočnej línii, 
a teda v každej bunke organizmu. Tieto 
varianty sa zároveň môžu predávať po-
tomstvu (dediť sa). Germinálne varianty 
vybraných génov, ktoré predisponu-
jú k vzniku nádorov (hematologických 
aj solídnych), tvoria osobitnú skupinu 
familiárne viazaných nádorových syn-
drómov, ktoré však nie sú predmetom 
nášho súhrnu. 

Pri diagnostike solídnych nádorov 
je vzorka germinálnej DNA získaná z pe-
riférnej krvi, zatiaľ čo výber optimálne-
ho tkaniva v prípade hematologických 
malignít zostáva predmetom diskusií. 
Dôvodom sú riziká kontaminácie leu-
kocytmi periférnej krvi, ktoré môžu byť 
prítomné v kandidátnych tkanivách, vrá-
tane slín alebo kože. Preto sa pri identi-
fikácii germinálnych variantov v prípa-
de hematologických malignít odporúča 
uprednostniť pri párovej analýze ako 
zdroj germinálnej DNA kultivované kožné 
fibroblasty pred bukálnym sterom, prí-
padne zvoliť alternatívne zdroje (nech-
ty, vlasy). Ďalšou možnosťou je izolácia 
DNA zo sortovaných T lymfocytov (pri 
akútnej myeloblastovej leukémii, AML) 
alebo z periférnej krvi pacienta v období 
remisie akútnej leukémie (u ALL) (16, 17).

Veľmi dôležitým faktorom pri 
identifikácii genetických variantov je 
hĺbka čítania (read depht) sekvenova-
nej oblasti a podiel nádorových buniek 
v diagnostickej vzorke. Podľa odporúčaní 
Medzinárodného konzorcia pre genóm 
rakoviny (International Cancer Genome 
Consortium, ICGC) by mala byť diag-
nostická vzorka nádoru sekvenovaná 
v priemere 90 až 100x a vzorka zdravého 
tkaniva ≥ 30x (16). V stanovení minimál-
neho podielu nádorových buniek v ana-
lyzovaných vzorkách sa rozsiahle ge-
nómové štúdie významne odlišujú. Kým 
ICGC pôvodne stanovil limit na úrovni 
60 % nádorových buniek (histológia), 
projekt Genomics of England zameraný 
na zriedkavé ochorenia a nádory tento 
limit znížil na 40 %. V štúdiách zamera-
ných na metastázujúce tumory alebo na 
leukémie a lymfómy sa tento parameter 
pohyboval na úrovni 20 % (16). Je pritom 
dôležité poznamenať, že podiel nádoro-
vých buniek v histologickom preparáte 
nekoreluje vždy s hodnotami určenými 
na genomickej úrovni. Vo všeobecnosti 
platí, že sekvenovanie vzoriek s nízkym 
podielom nádorových buniek vyžaduje 
vyššiu hĺbku pokrytia na dosiahnutie po-
žadovanej citlivosti a špecifity detekcie, 
čo však zvyšuje náklady za testovanie. 
Sekvenovanie exónov prostredníctvom 
WES dosahuje zvyčajne strednú prie-
mernú hĺbku pokrytia (coverage depth) 
pre cielené kódujúce sekvencie (100 až 
500x), pričom v tomto smere ponúka lep-
šie parametre v porovnaní s WGS (75 – 
100). Avšak je potrebné zvážiť, že celkové 
pokrytie cielených oblastí nebýva rovno-
merné, na rozdiel od WGS. Pri diagnos-
tickej rozvahe medzi WES/WGS je preto 
dôležité dôkladne zhodnotiť požiadavky 
na oblasti záujmu, typ variantov a hĺbku 
čítania (read depth) kandidátnych oblas-
tí, nakoľko rovnomerné pokrytie celej 
sekvenovanej oblasti môže pri splnení 
podmienenej citlivosti detekcie význam-
ne kompenzovať obmedzenia spojené 
s nižšou priemernou hĺbkou pokrytia 
a poskytovať relevantné dáta na následnú 
bioinformatickú analýzu. 

Dáta získané z WGS kladú vysoké 
nároky aj na výpočtovú infraštruktúru, 
skladovacie kapacity a kvalifikáciu per-
sonálu. Vybudovaná dátová infraštruktú-
ra musí zabezpečiť efektívne spracovanie 
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a analýzu dát v primeranom časovom 
rámci, bezpečné dlhodobé uchovávanie 
dát a centralizáciu výsledkov, čo uľahčuje 
kontrolu kvality a anotáciu variantov. 
Rovnako je potrebné zabezpečiť fle-
xibilný, ale kontrolovaný prístup k dá-
tam s dôrazom na ich bezpečnosť (18). 
Rozsiahle projekty sekvenovania ľud-
ských genómov v okolitých krajinách, 
ako je Spojené kráľovstvo, Estónsko ale-
bo Švédsko, túto potrebu vyriešili vy-
budovaním národných špecializovaných 
centier, ktoré poskytujú cloudovú infraš-
truktúru na centralizáciu spracovania 
a interpretácie genetických dát. Tieto 
iniciatívy znižujú náklady spojené s vý-
vojom IT infraštruktúry v  jednotlivých 
nemocničných zariadeniach. V krajinách 
s menej rozvinutou digitalizáciou zdra-
votníckych údajov by využívanie cloud 
computingu mohlo výrazne zefektívniť 
výpočtový výkon a kapacity na ukladanie 
údajov a zároveň poskytnúť bioinforma-
tické expertízy prostredníctvom pre-
kompilovaných kanálov (19). Bezpečnosť 
medicínskych údajov a ochrana súkromia 
pacientov sú v diagnostickom procese 
nevyhnutné aj z eticko-právneho hľa-
diska. Bez ohľadu na zvolenú výpočtovú 
platformu je nevyhnutné klásť vysoký 
dôraz na bezpečnosť údajov, predovšet-
kým zamedziť kombinované uchováva-
nie biologických dát s inými klinickými 
údajmi.  

Záver
Precízna medicína si vyžaduje 

nielen vysokoúčinné a dobre tolerované 
terapie, ale spolieha sa aj na presnú la-
boratórnu diagnostiku. Implementácia 
WGS do klinickej praxe predstavuje 
významný krok vpred pre onkologickú 
diagnostiku a liečbu. Hoci existujú výzvy, 

ako napríklad náklady, zložitosť analý-
zy dát a etické otázky, potenciál tejto 
technológie pre zlepšenie prognózy pa-
cientov a ich liečebných výsledkov je ob-
rovský. Budúcnosť onkologickej starost-
livosti bude pravdepodobne čoraz viac 
závislá od využívania multi-omických 
technológií, ktoré umožnia simultán-
ne zachytiť všetky relevantné genetické 
zmeny a prispôsobiť liečbu individuál-
nej genetickej výbave každého pacienta. 
Kľúčom k úspechu bude ďalší výskum, 
zjednodušenie laboratórnych a  ana-
lytických metód a zlepšenie etického 
rámca pre využívanie týchto pokročilých 
diagnostických nástrojov v každodennej 
klinickej praxi.
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