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Popis oznaka i kratica koriStenih u radu

ACM - aritmogena kardiomiopatija (engl. arrhythmogenic cardiomyopathy)

ACMG — Americki koledz medicinske genetike (engl. American College of Medical Genetics)
ACTCI1 — o-aktin 1 (engl. actin alpha cardiac muscle 1)

ACTN?2 - g-aktinin 2 (engl. alpha actinin 2)
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CLOE — engl. consensus level of evidence
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EKG — elektrokardiografija
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FHL1 — protein Cetiri i pol LIM domene 1 (engl. four and a half LIM domain protein 1)
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GenCC — Gene Curation Coalition
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NGS - sekvenciranje nove generacije (engl. next-generation sequencing)

NIH — nacionalni institut za zdravlje (engl. National Institutes of Health)

NYHA — Njujorsko kardiolosko drustvo (engl. New York Heart Association)

OBSCN - opskurin (engl. obscurin)

PCR - lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)



PKP2 — plakofilin 2 (engl. plakophilin 2)

PLN — fosfolamban (engl. phospholamban)

RCM - restriktivna kardiomiopatija (engl. restrictive cardiomyopathy)

SBL — sekvenciranje ligacijom (engl. sequencing by ligation)
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SAZETAK

NASLOV: GENETSKO TESTIRANJE U DIJAGNOSTICI KARDIOMIOPATIJA
AUTOR: STJEPAN GALIC

Kardiomiopatije su bolesti miokarda karakterizirane strukturalnim i funkcionalnim poremecajem
sr¢anog misica sa slozenom etiopatogenezom. Mogu dovesti do razvoja akutnog i kroni¢nog
sranog zatajivanja, malignih aritmija, formacije tromba i tromboembolijskih incidenata i
iznenadne sréane smrti. Unato¢ opseznim naporima medicinske zajednice, klasifikacija
kardiomiopatija i dalje je problemati¢na zbog znacajnog fenotipskog i genotipskog preklapanja
izmedu razli¢itih oblika bolesti. Tradicionalno ih dijelimo na hipertrofijsku, dilatativnu i
restriktivnu kardiomiopatiju. Jonathan i Christine Seidman 1990. otkrili su prvu mutaciju u MYH?7
genu povezanu s razvojem hipertrofijske kardiomiopatije (HCM), ¢ime je zapocelo istrazivanje
slozene genetske osnove kardiomiopatija. Dugo godina analiza genetske podloge kardiomiopatija
bila je ograni¢ena skupocjenim i vremenski iscrpnim metodama. Otkri¢em sekvenciranja nove
generacije (NGS) omoguceno je brze, jeftinije i opseZnije testiranje. Genetsko ispitivanje provodi
se kod pacijenata s potvrdenom dijagnozom, sumnjom na bolest te u ¢lanova obitelji 1 krvnih
srodnika pacijenata s dokazanom uzro¢nom mutacijom. Ovakvo ispitivanje omogucuje potvrdu
dijagnoze, otkrivanje bolesti u ranoj fazi, promjenu tijeka bolesti, prepoznavanje bolesti u krvnih
srodnika 1 ¢lanova obitelji te primjenu ciljane terapije. Ovakva praksa nosi s sobom 1 brojne eticke
dileme, ukljucujuéi psiholoski utjecaj na pacijente, obiteljske implikacije te zaStitu prava i1
privatnosti pacijenata. Implementacija genetskog testiranja u svakodnevnu klini¢ku praksu s
vremenom c¢e postati standard, a uz razvoj dijagnostickih algoritama omogucit ¢e ranije
postavljanje dijagnoze, procjenu rizika 1 informiranje pacijenata i krvnih srodnika o zdravstvenom

stanju.

Kljucne rijeci: genetsko testiranje; kardiomiopatije; sekvenciranje nove generacije



SUMMARY
TITLE: GENETIC TESTING IN DIAGNOSTICS OF CARDIOMYOPATHIES
AUTHOR: STJEPAN GALIC

Cardiomyopathies are myocardial diseases characterized by structural and functional
abnormalities of the heart muscle with complex etiopathogenesis. They can lead to the
development of acute and chronic heart failure, malignant arrhythmias, the formation of thrombus
and thromboembolic events, and sudden cardiac death. Despite extensive efforts of the medical
community, cardiomyopathies are still very difficult to classify due to significant phenotypic and
genotypic overlap between different forms of the disease. Traditionally, they are classified into
hypertrophic, dilated, and restrictive cardiomyopathy. In 1990, Jonathan and Christine Seidman
discovered the first mutation in the MYH7 gene associated with the development of hypertrophic
cardiomyopathy (HCM), marking the beginning of research into the complex genetic basis of
cardiomyopathies. For many years, the analysis of the genetic background of these diseases was
limited by expensive and time-consuming methods. The discovery of next-generation sequencing
(NGS) has enabled faster, cheaper, and more extensive testing. Genetic testing is conducted in
patients with a confirmed diagnosis, those suspected of having the disease, and family members
and relatives of patients with a proven causal mutation. This testing allows for the confirmation of
diagnoses, early disease detection, alteration of disease progression, identification of the disease
in relatives, and application of targeted therapy. Such practices carry numerous ethical dilemmas,
including the psychological impact on patients, family implications, and protecting patients' rights
and privacy. The implementation of genetic testing in everyday clinical practice will gradually
become standard. With the development of diagnostic algorithms, it will enable earlier diagnosis,

risk assessment, and the informing of patients and their relatives about their health condition.

Keywords: genetic testing; cardiomyopathies; next-generation sequencing



1. UVOD

Kardiomiopatije su bolesti miokarda karakterizirane strukturalnim i funkcionalnim
nepravilnostima sréanog misica koje se javljaju u odsustvu koronarne arterijske bolesti, arterijske
hipertenzije, valvularne bolesti i kongenitalne srcane bolesti (1). Ove bolesti mogu dovesti do
razvoja akutnog ili kroni¢nog sréanog zatajivanja, malignih aritmija, formiranja tromba i
tromboembolijskih incidenata, patologije zalistaka i iznenadne srcane smrti. U svakodnevnoj
klini¢koj praksi, dijagnoza se obi¢no postavlja na temelju klinicke slike, anamnestickih podatka,
laboratorijskih nalaza, elektrokardiografskog (EKG) 1 ehokardiografskog nalaza. Unato¢ naporima
medicinske zajednice, kardiomiopatije je i dalje teSko klasificirati na temelju zajednickih
karakteristika. Jonathan 1 Christine Seidman otkrili su 1990. godine prvu mutaciju u MYH7 genu,
koja je vazna za funkciju sarkomere, te su je povezali je razvojem hipertrofijske kardiomiopatije
(HCM) (2). Njihovo otkri¢e oznacilo je pocetak istrazivanja sloZzenih i kompleksnih mehanizama
putem kojih genske mutacije dovode do razvoja kardiomiopatija. Dugo vremena, pronalazak
ciljanih uzro¢nih mutacija 1 sekvenciranje cCitavog genoma bilo je oteZzano vremenskim i
financijskim ogranicenjima tehnologije koja se koristila. Otkri¢em sekvenciranja nove generacije
(engl. next-generation sequencing; NGS) zapocela je nova era molekularne kardiologije,
omogucujuéi klinicarima i znanstvenicima dublje razumijevanje nasljednih sréanih bolesti. S
obzirom na veliku koli¢inu genetskih informacija, osim pronalaska ciljnih gena i1 patogenih
varijanti odgovornih za nastanak bolesti, ¢esto se otkrivaju i varijante nepoznatog ili nejasnog

klini¢kog znacenja (engl. variant of unknown significance; VUS).



2. KARDIOMIOPATIJE: DEFINICIJA I KLASIFIKACIJA

Kardiomiopatije su velika i heterogena skupina bolesti koje zahvac¢aju miokard i dovode do
morfoloskih i funkcionalnih poremecaja sr¢anog misica. Glavna znacajka svih kardiomiopatija je
mehanicka 1/ili elektri¢na disfunkcija koja dovodi do ventrikularne hipertrofije ili dilatacije 1 Cesto
rezultira progresivnim sréanim zatajivanjem i smrtnim ishodom (3). Mnoge su predlozene
klasifikacije kardiomiopatija kontradiktorne 1 zbunjujucée, unato¢ naporima svjetskih stru¢njaka da
ih klasificiraju na temelju zajednickih obiljezja (anatomska, morfoloska, funkcionalna, klinicka)

radi olakSavanja dijagnosti¢kog i terapijskog pristupa.

Koriste¢i osnovna morfoloska obiljezja i funkcionalne promjene u radu sréanog misSi¢a
kardiomiopatije tradicionalno dijelimo na hipertrofijsku (engl. hypertrophic cardiomyopathy;
HCM), dilatativhu (engl. dilated cardiomyopathy; DCM) i restriktivhu (engl. restrictive
cardiomyopathy; RCM) kardiomiopatiju. Medutim, ova klasifikacija je problemati¢na jer se
fenotipski oblici Cesto preklapaju, te moze biti teSko odrediti kojoj kategoriji bolesnik pripada.
Takoder, mijeSa se anatomska terminologija (hipertrofija, dilatacija) s funkcionalnom

(restriktivna).

Definicija Americke udruge za srce (engl. American Heart Association; AHA) iz 2006. godine
dijeli kardiomiopatije u dvije velike grupe: primarne kardiomiopatije (ograni¢ene na srce) i
sekundarne kardiomiopatije, odnosno kardiomiopatije koje su dio Sirth sistemskih bolesti.
Primarne kardiomiopatije se dalje dijele na genetske, mijeSane (genetske 1 negenetske) i stecene
(3). Elliott P 1 sur. isticu kako primarne kardiomiopatije Cesto imaju znacajne ekstrakardijalne
manifestacije, dok sistemne bolesti sa zahvacanjem miokarda, koje spadaju u kategoriju
sekundarnih kardiomiopatija, mogu predominantno zahvacati srce, Sto dovodi do znacajnog

preklapanja izmedu ovih kategorija (1).

Europsko kardiolosko drustvo (engl. European Society of Cardiology; ESC) 2008. Godine

predlozilo je klasifikaciju kardiomiopatija temeljenu na klinickim fenotipskim karakteristikama:

2



DCM, HCM, RCM, aritmogena kardiomiopatija desne klijetke (engl. arrhythmogenic right
ventricular cardiomyopath; ARVC) i ostale. Kardiomiopatije se zatim mogu dodatno svrstati u
familijalne i nefamilijalne, gdje familijalna kardiomiopatija podrazumijeva prisutnost bolesti u
viSe od jednog Clana obitelji ili fenotip uzrokovan istom genetskom mutacijom. Nefamilijalna
kardiomiopatija pojavljuje se u odsutnosti pozitivne obiteljske anamneze te moze biti idiopatska

ili stecena (1).

Arbustini E 1 sur. 2012. predlazu MOGE(S) klasifikaciju, koja se temelji na TNM Kklasifikaciji
tumora. Ova klasifikacija pridodaje 5 osnovnih svojstava svakom kardiomiopatskom poremecaju:
morfofunkcionalna obiljezja (M), ukljucenost organa (O), nasljedni obrazac (G), etioloSka
svojstva (E) 1 informacije o funkcionalnom statusu (S), koje se procjenjuju uz pomo¢ ACC/AHA
klasifikacije ili funkcionalne klasifikacije Njujorskog kardioloskog drustva (engl. New York Heart
Association; NYHA). Arbustinijev pristup klasificiranju sveobuhvatan je te pomaze prilagodbi i
usmjerenju strategije lijeCenja bolesti (4). Salem VMC 1 sur. ukazuju na odredena ogranicenja
MOGE(S) klasifikacije, kao Sto su odsutnost tahikardiomiopatija, kardiomiopatija vezanih uz
endokrine bolesti i peripartalne kardiomiopatije (5). lako je MOGE(S) klasifikacija sveobuhvatna,
zahtijeva dodatne resurse koji mogu znacajno povecati troSkove 1 produZiti vrijeme od postavljanja

dijagnoze do lije¢enja pacijenta.

Razvojem NGS-a genetika ima sve vecu ulogu u razumijevanju mehanizama kardiomiopatija 1
otkrivanju ciljanih mutacija gena. Za klini¢ke potrebe u genetskom testiranju koristi se podjela
kardiomiopatija po smjernicama ESC iz 2023. godine. Smjernice ESC preporucuju podjelu
kardiomiopatija na temelju fenotipskog oblika bolesti koji dominira, uzimajuéi u obzir da u
pacijenata moZze postojati viSe oblika istovremeno te se jedan oblik progresijom bolesti moZze
razviti u drugi (6). ESC prepoznaje kako kodiraju¢i geni za kardijalne ionske kanale mogu biti
involvirani u razvoju DCM, bolesti provodenja i aritmija, ali smatra kako za sada jo§ nema
dovoljno dokaza kako bi se kardijalne kanalopatije smatrale vrstom kardiomiopatija (6). ESC dijeli

kardiomiopatije na: HCM, DCM, ne dilatativnu kardiomiopatiju lijevog ventrikula (engl. non-

3



dilated left ventricular cardiomyopathy; NDLVC), ARVC i RCM (6). ARVC se danas smatra
podtipom aritmogene kardiomiopatije (engl. arrhythmogenic cardiomyopathy; ACM) gdje jos
spadaju 1 aritmogena kardiomiopatija lijeve klijetke (engl. arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy; ARVC), lijeva i desno dominantna kardiomiopatija i aritmogena dilatativna

kardiomiopatija (6).

2.1. GENETSKA PODLOGA KARDIOMIOPATIJA I PREPORUKE EUROPSKOG
KARDIOLOSKOG DRUSTVA

Obiteljski oblici kardiomiopatija pokazuju razli¢ite nacine nasljedivanja. Do sada smo ve¢inom
bili usredotoceni na identifikaciju gena Mendelove (monogene) bolesti koji najcesc¢e pokazuju
autosomno-dominantno nasljedivanje, iako se takoder opisuju i drugi obrasci nasljedivanja:
autosomno-recesivno, X-vezano i mitohondrijsko (6).

Kardiomiopatije opcenito karakterizira odredeni stupanj genetske i alelne heterogenosti, $to znaci
da dok mnoge varijante u pojedinim genima mogu uzrokovati isti fenotip, ¢esti su i fenomeni
nepotpune penetracije kao 1 varijabilna ekspresija. Isto tako mutacije pojedinog gena mogu se

manifestirati 1 razli¢itim fenotipovima (7).

Ova varijabilnost mogla bi biti uslijed heterogenosti uzro¢nih varijanti, utjecaja negenetskih ili
epigenetskih (klinickih, okoli$nih) ¢imbenika, kao i nasljedivanja dodatnih genetskih ¢imbenika,

koji mogu amplificirati ili oslabiti u€inak glavne genetske varijante na fenotip (8).



Udio slucajeva s pouzdanom genetskom etiologijom (odnosno s prepoznavanjem vjerojatne

uzro¢ne Mendelove genetske varijante) medu kardiomiopatijama je danas joS uvijek relativno

nizak (npr. samo 30-40 % u HCM i DCM) (Tablica 1) (9).

Tablica 1. NGS dijagnosticki prinos i broj gena impliciran prema bazi ClinGen za pojedini
fenotip kardiomiopatije (9)

Bolest

Prevalencija

Dijagnosticki
prinos

Funkcije
glavnih gena

Broj gena
prema ClinGen

Reference

HCM

1:200

40-72 %

sarkomere, ovojnica
Jezgre

28

(10)

DCM

1:2,500

8-25%u
sporadicnih DCM,
30-40 % u
obiteljskih DCM

citoskelet,
sarkomere, ovojnica
jezgre, dezmosomi
(DCM + HCM +
ARVC geni)

42

(11, 12)

ARVC

1:5,000

10-50 %

dezmosomi,
homeostaza kalcija,
sarkomere, ovojnica
Jjezgre,
intermedijarni
filamenti, ionski
kanali

17

13)

RCM

<1/10,00,000

10-60 %

sarkomere
citoskelet, Z-disk
(HCM+ DCM+
LVNC, +ACM geni)

(13-15)

LVNC

<1/10,00,000

10-50 %

razno (HCM+
DCM+ LVNC,
+ACM geni)

(13)

Sve se viSe zna 1 o znacajnoj komponenti poligenskog nasljedivanja u kardiomiopatijama.
Suprotno Mendelovskom nasljedivanju, gdje se jedna varijanta s velikim u¢inkom manifestira kao
poremecaj, kombinirano nasljede pociva na nasljedivanju viSestrukih varijanti pojedinih gena s
kumulativnim u¢inkom (16).

Stoga se smatra da obrazac genetskog nasljedivanja kardiomiopatija predstavlja kontinuum
sloZenosti, s mendelskim oblicima na jednom kraju, gdje jedna varijanta ima veliki u€inak (jedan
gen — jedan fenotip), i poligenim oblicima nasljedivanja na drugom (6).

Genetsko testiranje gena za kardiomiopatije s Mendelovskim nasljedivanjem postalo je standardni

dio klini¢ke prakse (6, 17), Sto je 1 prepoznato u smjernicama ESC iz 2023.



Testiranje prve linije trebalo bi biti usmjereno na gene koji su ¢vrsto povezani s prisutnim

fenotipom. Ako se utvrdi genetski uzrok kod jednog Clana obitelji, tada se drugi ¢lanovi obitelji

mogu podvrgnuti testiranju samo na uzro¢nu varijantu.

Genetsko testiranje kod pojedinca s kardiomiopatijom (poznato kao potvrdno testiranje ili

dijagnosticko testiranje) preporucuje se za potvrdu dijagnoze, prognozu tijeka bolesti, eventualnog

odabira lije€enja 1 odluke o planiranju potomstva. Genetsko testiranje mora uvijek biti popraceno

genetskim savjetovanjem, prije, za vrijeme 1 poslije testiranja. To je proces koji ima za cilj podrzati

pacijente 1 njihove obitelji u prilagodbi medicinskim, psihosocijalnim i obiteljskim implikacijama

dijagnoze genetskih bolesti (6).

Tablica 2. Preporuke ESC za genetsko savjetovanje i testiranje kod bolesnika s kardiomiopatijama

iz 2023. (6)

Preporuke

Genetsko savjetovanje

Genetsko savjetovanje, koje provodi odgovarajuée educirani
zdravstveni strucnjak i ukljucuje genetsku edukaciju za informirano
donosenja odluka te psihosocijalnu podrsku, preporucuje se za
obitelji s nasljednom ili sumnjivom nasljednom kardiomiopatijom,
bez obzira na to razmatra li se genetsko testiranje.

Preporucuje se da se genetsko testiranje za kardiomiopatiju provodi
uz pristup multidisciplinarnog tima, koji ukljucuje stru¢njake za
metodologiju genetskog testiranja, interpretaciju sekvencijskih
varijanti i klinicku primjenu genetskog testiranja, obi¢no u sklopu
specijaliziranog tima za kardiomiopatije ili u umreZzenom modelu s
mogucénosti pristupa odgovarajuéoj ekspertizi.

Preporucuje se genetsko savjetovanje prije i poslije testiranja svih
osoba koje prolaze genetsko testiranje na kardiomiopatije.

Razred Razina




Ako obitelj namjerava provesti prenatalno dijagnosticko testiranje,

preporucuje se da se to obavi rano tijekom trudnoce kako bi se c

omogucilo donosenje odluka o nastavku ili koordinaciji trudnoce.

Razgovor o moguénostima reproduktivnog genetskog testiranja s I C
a

odgovarajuce obucenim zdravstvenim stru¢njakom trebao bi se
razmotriti za sve obitelji s genetskom dijagnozom.

Indeksni bolesnici

Preporucuje se genetsko testiranje kod pacijenata koji ispunjavaju
dijagnosticke kriterije za kardiomiopatiju u slu¢ajevima kada isto
omogucava dijagnozu, prognozu, terapijsku stratifikaciju ili
upravljanje reproduktivnim zdravljem pacijenta, ili kada pak
omogucava kaskadnu genetsku evaluaciju njihovih rodaka koji bi
inace bili uklju¢eni u dugoro¢no praéenje.

Preporucuje se genetsko testiranje za preminulu osobu identificiranu
s kardiomiopatijom na post-mortem pregledu ako bi genetska
dijagnoza koristila u obradi prezivjelih ¢lanova obitelji.

Genetsko testiranje se moze razmotriti kod pacijenata koji
ispunjavaju dijagnosticke kriterije za kardiomiopatiju kada postoji
ukupna korist za pacijenta, uzimajudéi u obzir psiholoski utjecaj i
preferencije, ¢ak i onda ako ne omogucava dijagnozu, prognozu ili
terapijsku stratifikaciju, niti kaskadno genetsko testiranje njihovih
rodaka.

Genetsko testiranje kod pacijenata s grani¢nim fenotipom, koji ne
ispunjavaju dijagnosticke kriterije za kardiomiopatiju moze se
razmotriti tek nakon detaljne procjene od strane specijalistickog
konzilija.

Clanovi obitelji

Preporucuje se da se kaskadno genetsko testiranje, uz savjetovanje
prije i poslije testiranja, ponudi riziénim odraslim srodnicima ako je
kod osobe s kardiomiopatijom u obitelji uspostavljena sigurna
genetska dijagnoza (tj. varijanta s vjerojatnom ili dokazanom
patogenoscu), pocevsi s rodacima prvog stupnja ako su dostupni, i
nastavljajuci tako sekvencijalno prema dalje.




Kaskadno genetsko testiranje s prethodnim i naknadnim

savjetovanjem trebalo bi se razmotriti kod rizi¢nih pedijatrijskih

srodnika ako je postavljena sigurna genetska dijagnoza (tj. varijanta s
vjerojatnom ili dokazanom patogeno$cu) kod osobe s lla
kardiomiopatijom u obitelji (pocevsi s rodacima prvog stupnja, ako su
dostupni, i nastavljajuéi sekvencijalno), uzimajudéi u obzir

kardiomiopatiju, o¢ekivanu dob manifestacije, prezentaciju u obitelji

te klinicke/pravne posljedice.

Testiranje na prisutnost obiteljske varijante nepoznatog znacaja,
obi¢no kod roditelja i/ili pogodenih rodaka, kako bi se utvrdilo
segregira li varijanta s fenotipom kardiomiopatije, trebalo bi se
razmotriti ako bi to moglo omogucditi pouzdanu interpretaciju
varijante.

Genetsko dijagnosticko testiranje nije preporucljivo kod rodaka s
negativnim fenotipom pacijenta s kardiomiopatijom, a u odsutnosti
sigurne genetske dijagnoze (tj. varijante s vjerojatnom ili dokazanom
patogenoscu) u obitelji.




3. NASLJEDNE KARDIOMIOPATIJE

Nasljedne kardiomiopatije mozemo podijeliti na HCM, DCM, RCM, nekompaktnu lijevu klijetku
(engl. left ventricular non-compaction; LVNC) i ARVC. Familijalne kardiomiopatije cesto imaju
znacajna genotipska preklapanja, koja iz joS nedovoljno poznatih razloga dovode do razliitog

fenotipskog oblika bolesti.

3.1. HIPERTROFIJSKA KARDIOMIOPATIJA (HCM)

HCM najceséa je nasljedna kardiovaskularna bolest. Prevalencija u op¢oj populaciji iznosi
1:500 (18). HCM na temelju ESC smjernica iz 2014. definiramo kao zadebljanje stijenke lijevog
ventrikula >15 mm koje se ne moze objasniti iskljuCivo poremecajem u volumnom ili tlacnom

opterecenju (19).

3.1.1. OSNOVE I MEHANIZMI

PatofizioloSki slijed dogadaja u razvoju HCM mozemo podijeliti u 4 skupine medusobno
povezanih promjena. Mjesto primarnog poremecaja (uzrona mutacija gena), inicijalni odnosno
proksimalni poremecaji (promjene na razini transkripcije mRNA, ekspresije proteina, osjetljivosti
na kalcij 1 aktivnosti adenozin trifosfata (engl. adenosine triphosphate; ATP), sekundarne odnosno
intermedijarne molekularne promjene (signalni putevi, genska ekspresija, posttranslacijske
modifikacije proteina, mitohondrijska disfunkcija, troficki 1 mitoticki Cimbenici), tercijarne
histoloske fenotipove (hipertrofija kardiomiocita, dezorganizacija kardiomiocita, intersticijska
fibroza 1 hipertrofija lijeve klijetke) 1 kvartarne klini¢ke fenotipove (kardijalne aritmije, iznenadna
sr¢ana smrt (engl. sudden cardiac death; SCD), opstrukcija izlaznog trakta lijeve klijetke (engl. left

ventricular outflow tract; LVOT), sr€ano zatajivanje) (20).



U razvoju HCM dolazi do povecane osjetljivosti na kalcij i pojaane proizvodnje sile (21). HCM
nasljeduje se autosomno-dominantnim obrascem nasljedivanja, gdje obi¢no postoji jedan uzro¢ni
gen odgovoran za razvoj bolesti s 50 % rizikom od prijenosa na potomke uz varijabilnu
penetrantnost 1 ekspresivnost (22). Pacijenti s familijalnim oblikom HCM ranije razviju jasnu
klinicku sliku, imaju veéu prevalenciju iznenadne sréane smrti, jasnije izraZzenu hipertrofiju,

mikrovaskularnu disfunkciju, miokardijalnu fibrozu i lo$iju prognozu od sporadi¢ne HCM (22).

Christine Seidman 1 Jonathan Seidman 1990. identificirali su tockastu missense mutaciju
p.Arg403Glu (p.R403Q) u MHY7 genu odgovornom za sintezu MYH7 proteina klju¢nog u

funkeciji sarkomere i tako otkrili prvu mutaciju odgovornu za razvoj HCM (21).

Teski lanac B-miozina 7 (engl. myosin heavy chain 7, MYH7) glavna je komponenta miSi¢ne
motorne molekule koja sudjeluje u misi¢noj kontrakciji, heksamerni kompleks sastavljen od dvije
MYH7, dva laka lanca miozina 2 (engl. myosin light chain 2; MYL2) i1 dva laka lanca miozina 3
(engl. myosin light chain 3; MYL3) koje reagiraju sa zglobnom regijom MYH7 proteina te vrse
hidrolizu ATP-a u ADP. Kardijalni protein C koji veZe miozin (engl. myosin-binding protein C;
MYBPC3) veze se uz MYH?7 i sr¢ani aktin te regulira medudjelovanje aktina i miozina. Titin
(TTN) se pruza izmedu M 1 Z linije te stabilizira debele filamente i sprjeCava prenaprezanje
sarkomere te sarkomeru poput opruge vraca u pocetni polozaj nakon kontrakcije. Teski lanac B-
miozina 6 (engl. myosin heavy chain; MYHO6) izoforma je MYH?7 te ¢ini manje od 10% ukupnog

MYH proteina u kardiomiocitima (23).

Tanki filament polimer je sastavljen od a-aktina 1 (engl. actin alpha cardiac muscle 1; ACTC1) 1
troponinsko/tropomiozinskog kompleksa kojeg formiraju sr¢ani troponin C1 (engl. troponin CI;
TNNCI), sréani troponin I (engl. troponin 13; TNNI3) 1 sréani troponin T (engl. troponin T2;
TNNT2). TNNCI veze kalcij, TNNI3 djeluje kao inhibitorna komponenta, a TNNT2 usidruje

troponinski kompleks za tropomiozin 1 (engl. tropomyosin 1; TPMT1) (23).
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Z-linjja djeluje kao sidro za koje se vezu krajevi tankih filamenata i omogucuju mehanicku
stabilnost za vrijeme miSi¢ne kontrakcije i1 relaksacije, gradena je od velikog broja proteina kao
S§to su a-aktinin 2 (engl. alpha-actinin 2; ACTN2), miozenin 2 (engl. myozenin 2; MYOZ2),
protein 3 bogat cisteinom i glicinom (engl. cysteine and glycine rich protein 3; CSRP3),
teletonin (engl. telethonin; TCAP) i protein Cetiri i pol LIM domene 1 (engl. four and a half LIM
domain protein 1; FHL1) (23).

M-linija nalazi se u sredini sarkomere i usidruje debele filamente, znacajni proteini u gradi su
opskurin (engl. obscurin; OBSCN), miomezin 2 (engl. myomesin 2; MYOM?2) i trodijelni motiv
koji sadrzi 63 (engl. tripartite motif containing 63; TRIM63). Junktofilin 2 (engl. junctophilin 2;
JPH2) vazna je proteinska komponenta junkcijskog membranskog kompleksa koji regulira
homeostazu kalcija, a fosfolamban (engl. phospholamban; PLN) djeluje kao regulator homeostaze
kalcija putem inhibicije kalcij-ATP-aze 2 u sarkoplazmatskom retikulumu (engl.

sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium-ATPase; SERCA2a) (24).

Genetske mutacije odgovorne za razvoj HCM moZemo podijeliti na temelju uloge zahvacenog
proteina u gradi sarkomere te prema tome postoje: geni koji kodiraju proteinske sastavnice debelog
filamenta (MYH7, MYBPC3, MYL2, MYL3, TTN, i MYH6), geni koji kodiraju proteinske
sastavnice tankog filamenta (TNNT2, TNNI3, TNNCI1, TPM1 i ACTC1), geni koji kodiraju
proteinske sastavnice Z linije (MYOZ2, ACTN2, CSRP3, TCAP i FHL 1), geni koji kodiraju
proteinske sastavnice M linijje (OBSCN, TRIM63, MYOM?2), geni odgovorne za regulaciju
homeostaze kalcija u sréanom miSic¢u (JPH2 1 PLN) i geni koji kodiraju proteine neizravno vezane

za regulaciju strukture sarkomere (FLNC, ALPK3, CAV3 i CRYAB) (24).

3.1.2. PREPORUKE ZA GENETSKO TESTIRANJE HCM

U viSe od polovine slu¢ajeva HCM se nasljeduje po Mendelovskom principu nasljedivanja.

Sporadic¢ni slu€ajevi mogu imati monogenski obrazac nasljedivanja ako se radi o naslijedenoj
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varijanti nekompletne penetrantnosti, de novo mutaciji ili autosomno-recesivno naslijedenom
genu. Vjerojatnost pronalaska uzro¢nog gena najveca je u mladih pacijenata, a najmanja u starijih

bolesnika i pacijenata s atipicnom klinickom slikom (6).

Genetsko testiranje pacijenata preporucuje se pacijentima koji imaju jasnu klinicku dijagnozu
HCM, te bi otkri¢e genske mutacije odgovorne za razvoj bolesti koristilo clanovima obitelji. To
ukljucuje (a) obitelji s pozitivnom anamnezom na SCD; (b) obitelji s ¢lanovima pod rizikom koji
1 inace zahtijevaju klinicku procjenu; i (c¢) obitelji u kojima postoji teska klinicka slika, ukljucujuci
pojedince koji imaju teske komplikacije HCM unato¢ blagoj hipertrofiji (25). Metoda
redoslijednog probira ¢lanova obitelji ima znacajniju ulogu nego klinicki probir uz pomo¢ EKG-
a, ehokardiografije 1 sli¢cnih metoda, jer u trenutku pregleda promjene mogu biti nezamjetljive te
se bolest moze razviti kasnije u Zivotu (25). Dijagnosticki prinos u testiranju na HCM u osoba s
postavljenom klinickom dijagnozom iznosi izmedu 30-40 % te ovisi o nizu ¢imbenika kao $to su

dob i pozitivna obiteljska anamneza (26).

3.2. ARITMOGENA KARDIOMIOPATIJA (ACM)

ARVC definirana je prisutnoS¢u dilatacije desnog ventrikula i/ili disfunkcije uz prisutnost
karakteristi¢énih histoloSkih promjena (propadanje kardiomiocita 1 zamjena vezivno-masnim
tkivom) 1/ili elektrokardiografski poremecaji koja se klini¢ki prezentira malignim ventrikularnim
aritmijama 1 znacajnom boleS¢u desne klijetke. Nove spoznaje proSirile su saznanja te u
terminologiju ukljucile 1 aritmogenu kardiomiopatiju lijjeve klijetke (engl. arrhythmogenic left
ventricular cardiomyopathy; ALVC), lijevu 1 desnu dominantnu kardiomiopatiju te aritmogenu
dilatativnu kardiomiopatiju koje su zajednickim nazivom sa ARVC svrstane u kategoriju ACM
(6). Prevalencija ARVC iznosi izmedu 1 na 1000 i 1 na 5000 u opcoj populaciji te se nasljeduje

autosomno-dominantnim obrascem s varijabilnom penetrantnosc¢u (27).
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3.2.1. OSNOVE I MEHANIZMI

Dezmosomi su klju¢ni za normalno funkcioniranje stani¢ne adhezije i signaliziranje te u svom
klasi¢nom obliku bolesti ARVC pristune su mutacije u genima koji kodiraju dezmosomalne
proteine dezmoplakin (engl. desmoplakin; DSP), plakofilin 2 (engl. plakophilin 2; PKP2),
dezmoglein 2 (engl. desmoglein 2; DSG2) i dezmokolin 2 (engl. desmocollin 2; DSC2) (28). PKP2
glavni je uzroc¢ni gen u ARVC te ¢ini 36-92 % mutacija identificiranih u dezmosomalnim genima
1 dovodi do karakteristicnog fenotipa za ARVC, za razliku od pacijenata s DSP mutacijom koji
mogu razviti varijabilne fenotipe (ARVC, biventrikularna kardiomiopatija, izolirana aritmogena
kardiomiopatija lijevog ventrikula) i DSG2 mutacijom koja se u 20-50 % slucajeva prezentira
biventrikularnom kardiomiopatijom (29). U 30-50 % pacijenata s ACM prisutne su mutacije u
nedezmosomalnim genima kao $to su TMEM43, TGFB3, alpha T-catenin, titin, lamin A/C, PLN i
dezmin; genske mutacije koje su takoder prisutne i u ostalim kardiomiopatijama (28). Razvojem
NGS-a dodatno su otkrivene uzro¢ne mutacije ukljucujuéi filamin C (engl. filamin C; FLNC),
kadherin 2 (engl. cadherin 2; CDH2), alfa podjedinica natrijskog kanala Nav 1.5 (engl. sodium
channel protein type 5 subunit alpha; SCN5A) 1 CDH2 (28).

3.2.2. PREPORUKE ZA GENETSKO TESTIRANJE ACM

Prema preporucenoj reviziji kriterija za postavljanje dijagnoze ARVC-a za definitivnu dijagnozu
potrebno je imati 2 velika ili 1 veliki i 2 mala ili 4 mala kriterija; grani¢nim nalazom smatra se 1
veliki 1 1 mali ili 3 mala kriterija; moguca bolest smatra se nalazom 1 velikog ili 2 mala

kriterija (30).

Uz pomo¢ revidiranih kriterija smjernice za genetsko testiranje preporucuju genetsko testiranje u
navedenim slucajevima: (a) Sveobuhvatno ili ciljano genetsko testiranje uzro¢nih gena (DSC2,
DSG2, DSP, JUP, PKP2, i TMEM43) u pacijenata u kojih je postavljena definitivna dijagnoza

ACM/ARVC; (b) Genetsko testiranje moZe se razmotriti u bolesnika s grani¢nim nalazom; (c)
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Genetsko testiranje ne preporucuje se u pacijenata s jednim malim kriterijem; (d) Genetsko
testiranje preporucuje se za Clanove obitelji 1 krvne srodnike ako se pronade uzro¢ni gen u
ispitivanog pacijenta odnosno propozitusa (25). U ranim stadijima bolesti ACM/ARVC obi¢no je
latentna bolest s nezamjetljivim znakovima i simptomima bolesti te prva manifestacija moze biti
SCD sto dodatno naglasava vaznost genetskog testiranja i ranog otkrivanja bolesti kako bi

pravovremeno postavljena dijagnoza sprijecila negativne ishode (25).

3.3. DILATATIVNA KARDIOMIOPATIJA (DCM)

DCM definirana je prisutnosc¢u dilatacije lijeve klijetke i sistolickom disfunkcijom koja se ne moze

u potpunosti objasniti poremecajima volumnog i tlacnog opterecenja (31).

3.3.1. OSNOVE I MEHANIZMI

Towbin 1 sur. 1993. godine po prvi puta su utvrdili povezanost genetske mutacije i razvoja
nasljedne X-vezane dilatativne kardiomiopatije otkriéem poremecaja u centromernom dijelu
genomske regije koja kodira distrofin (engl. dystrophin; DMD) (32). Uzro¢ne gene u nastanku
DCM mozemo na temelju patofizioloskog mehanizma nastanka bolesti podijeliti kao DCM nastalu
zbog: manjka stvaranja sile, poremecaja u strukturi nuklearne lamine, poremecaja u prijenosu sile,
poremecaja u posttranslacijskim modifikacijama proteina, poremecaja u stani¢noj adheziji, manjka
energetske proizvodnje, poremecaja u homeostazi kalcija, abnormalnosti ionskih kanala,
poremecaja izrezivanja, epigenetskih perturbacija, nepravilnog savijanja proteina i nepravilnosti u
RAS-MAPK signalnom putu (21). Vise od 30 gena otkriveno je kao moguci uzrok nastanka
familijalne DCM, ali niti jedan od utvrdenih gena ne nalazi se u vise od 5 % slucajeva DCM (25).

Najcesc¢a mutacija u familijalnom obliku DCM (15-25 % slu€ajeva) nalazi se u kodiraju¢oj regiji
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za TTN, najveci protein u ljudskom organizmu sastavljen od 35 000 aminokiselina koji se proteze
duz cijele sarkomere i1 osigurava strukturalnu stabilnost i elasti¢nost sarkomere (33). Mutacije u
LMNA genu koji kodira proteine lamin A 1 C (odgovorne za 5 % sluc¢ajeva familijalne DCM)
dovode do poremecaja u mehanosignalnom putu Sto se klinicki manifestira poremecajima
provodenja i1 razvojem malignih aritmija (33). Mutacije u SCN5A koje mozemo na¢i u Brugada
sindromu i sindromu dugog QT intervala takoder se javljaju i u DCM 1 nose povecan rizik od
razvoja malignih aritmija (33). Genetsko testiranje na familijalnu DCM ima prognosticki i
terapeutski znacaj jer pozitivan nalaz na mutacije u LMNA, DES, SCN5A 1 FLNC genima ukazuje
na povecani rizik od SCD-a te se za pacijente s pozitivnim nalazom navedenih mutacija moze

razmotriti ugradnja implantabilnog kardioverter defibrilatora (25, 33).

3.3.2. PREPORUKE ZA GENETSKO TESTIRANJE DCM

Prema HRS/EHRA smjernicama genetsko testiranje za DCM preporucuje se: (a) sveobuhvatno ili
ciljano genetsko testiranje u pacijenata s potvrdenom dijagnozom DCM 1 znacajnom bolesti
sr¢anog provodenja (blok prvog, drugog ili treceg stupnja) i/ili pozitivna obiteljska anamneza na
SCD; (b) genetsko testiranje moze biti korisno u pacijenata s familijalnom DCM kako bi se
potvrdila dijagnoza i prepoznali pacijenti visokog rizika od razvoja malignih aritmija i sindromskih
karakteristika kako bi se potaknuo obiteljski screening; (c) specificno testiranje na mutaciju
preporucuje se za Clanove obitelji 1 krvne srodnike ako se pronade uzro¢ni gen u ispitivanog

pacijenta odnosno propozitusa (25).
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3.4. RESTRIKTIVNA KARDIOMIOPATIJA (RCM)

RCM definira se poremecajem ventrikularnog punjenja i smanjenim dijastolickim volumenom s

urednom debljinom stijenke lijeve klijetke i ejekcijskom frakcijom (34).

3.4.1. OSNOVE I MEHANIZMI

Genetska etiologija RCM vezana je uz mutacije gena koji kodiraju strukturne proteine sarkomere,
regulatorne proteine i intermedijarne filamente te bolest obi¢no ima autosomno-dominantni
obrazac nasljedivanja, iako su opisani autosomno-recesivni oblici i sporadi¢ne mutacije (6).
Najc¢es¢i uzrocni gen u razvoju restriktivne kardiomiopatije je TNNI3, dok su rjede opisani uzro¢ni
geni TNNT2, ACTC1, MYH7, MYBPC3, TTN, TPM1, MYPN, MYL3,1i MYL2 (6). RCM rijetka
je bolest te je zbog nedovoljnog broja testiranih pacijenata i koli¢ine genetskih informacija
nedovoljno definirana. U restriktivnoj kardiomiopatiji dolazi do pojac¢ane miokardijalne krutosti,
poremecaja za vrijeme punjenja ventrikula i dijastolicke disfunkcije. NajceSce se prezentira slikom
sréanog zatajivanja s o€uvanom ejekcijskom frakcijom, no moZe se manifestirati poremecajima
provodenja, atrijskom fibrilacijom i ventrikularnim aritmijama. Uzro¢ni geni RCM znacajno se
preklapaju s uzro¢nim genima HCM, DCM, LVN i ACM. Uzroc¢ni geni RCM unutar iste obitelji
mogu dovesti do razli¢itih klini¢kih fenotipa RCM. Smatra se kako na varijabilnost klinicke slike
i razli¢it fenotipski oblik bolesti u pojedinaca s identi¢cnom mutacijom gena dodatno utjecu okoliSni
¢imbenici i ¢cimbenici koji modificiraju gene (35). Osim familijalnih oblika primarne RCM, bolest
se moze pojaviti u sklopu sistemskih infiltrativnih bolesti (amiloidoza, sarkoidoza) i bolesti
nakupljanja (Anderson-Fabryeva bolest, hereditarna hemokromatoza, Danonova bolest). Iako su
navedene bolesti rijedak uzrok kardiomiopatije, vazno ih je spomenuti jer za razliku od

familijarnih oblika kardiomiopatija, za neke od njih postoji uspjeSna enzimska nadomjesna
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terapija. Amiloidoza je infiltrativna bolest uzrokovana mutacijom gena za amiloidni laki lanac
(engl. amyloid light-chain; AL) ili gena za amiloidni transtiretin (engl. amyloid transthyretin;
ATTR) koji dovode do nakupljanja pogresno savijenih proteinskih prekursora u amiloidna fibrilna
vlakna (36). Anderson-Fabryeva bolest je rijetka X-vezana lizosomalna bolest nakupljanja koja
nastaje zbog mutacija GLA gena koji kodira a-galaktozidazu A. Nedostatak a-galaktozidaze A
dovodi do intracelularnog nakupljanja neutralnih glikosfingolipida i razvoja bubreznih, src¢anih i

neurovaskularnih oste¢enja (37).

3.4.2. PREPORUKE ZA GENETSKO TESTIRANJE RCM

Preporuke prema HRS/EHRA smjernicama za genetsko testiranje RCM su: (a) genetsko testiranje
moze se razmotriti u pacijenata sa sumnjom na RCM na temelju klinicke slike, obiteljske
anamneze 1 elektrokardiografskog/ehokardiografskog nalaza; (b) specifi¢no testiranje na ciljane
gene preporucuje se za ¢lanove obitelji 1 krvne srodnike ako se potvrdi mutacija ciljanog gena u

ispitivanog pacijenta odnosno propozitusa (25).
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4. METODE GENETSKOG TESTIRANJA U DIJAGNOSTICI KARDIOMIOPATIJA

4.1. METODOLOGIJA GENETSKOG TESTIRANJA

Genetsko testiranje za cilj ima otkriti genetsku mutaciju DNA za koju se smatra da ima ulogu u
razvoju bolesti. Metoda koja razotkriva redoslijed nukleotida u DNA lancu zove se DNA

sekvenciranje.

Allan Maxam i Walter Gilbert svoju su metodu sekvenciranja objavili 1977. godine. Maxam-
Gilbertova metoda koristi jednolan¢anu DNA i metodu kemijskog cijepanja. Jedan kraj DNA (5')
radioaktivno se obiljezi s *>P. DNA se podijeli u 4 razli¢ite reakcijske posude, te se u svakoj od
posuda DNA cijepa specificno ispred C, ispred Ci T, ispred G, i ispred G i A. Smjesa iz reakcijskih
posuda potom se razdvaja na poliakrilamidnom gelu elektroforezom. Maxam-Gilbertova metoda

omogucava ocitavanje sekvence od 300 do 400 nukleotida (38).

Sangerova dideoksi metoda koristi DNA uzorak, pocetnicu, DNA polimerazu, nukleotide i
dideoksinukleotide. U cCetiri razli¢ite reakcijske posude postavljaju se radioaktivno obiljezeni
nukleotidi 1 dideoksinukleotidi. Vezanjem dideoksinukleotida dolazi do terminacije lanca.
Dobiveni fragmenti potom se takoder elektroforezom razdvajaju s obzirom na veli¢inu (39).
Sangerovo sekvencioniranje metoda je visoke osjetljivosti, ali je ograni¢ena na analizu samo
jednog DNA segmenta odjednom S$to postupak ¢ini vremenski iscrpnim i skupocjenim s obzirom

na genetiCku heterogenost kardiomiopatija (40).

Otkri¢em novih spoznaja i razvojem tehnologije u zadnjih 20 godina doslo je do ubrzanog razvoja
sekvenciranja te mozemo reci kako sve metode od 2005. godine nadalje spadaju u sekvenciranje
nove generacije, ali metode dodatno dijelimo u sekvenciranje druge, trece i ¢etvrte generacije kako

bi istaknuli prednosti i nedostatke svake od njih.
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Sekvenciranje druge generacije unaprijedilo je i eliminiralo nedostatke prve generacije. Metoda se
sastoji od pripreme knjiznice DNA, imobilizacije fragmenta, umnozavanja, masovnog paralelnog
sekvenciranja i raCunalnog sastavljanja sekvencija. Time je omoguéeno paralelno Citanje viSe
milijuna odsjecaka, veca brzina, nizi troskovi i izravno prepoznavanje izlazne sekvencije bez
potrebe za elektroforezom. Glavni nedostatak metode su kratka ocitanja (41). Sekvenciranje druge
generacije mozemo podijeliti na: sekvenciranje ligacijom (engl. Sequencing by ligation; SBL) i
sekvenciranje sintezom (engl. sequencing by synthesis; SBS) (42). Najpoznatiji predstavnici su
Roche 454 1 Illumina/Solexa. Roche 454 je SBS metoda koja koristi tehniku pirosekvenciranja
temeljenu na detekciji pirofosfata oslobodenih ugradnjom nukleotida u sintetski rastu¢i DNA lanac
koja omogucuje relativno dugacka ocitanja (1000 pb) (30). Illumina/Solexa koristi SBS pristup te
je trenutacno najcesce koriStena metoda u genetskom testiranju. Proces se sastoji od fragmentiranja
DNA uzoraka, pricvrs¢ivanja adaptera i ucvrS¢ivanja na podlogu te umnoZavanja s pomocu
lanc¢ane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction; PCR) koja stvara nakupine
identi¢nih fragmenata. Nukleotidi se potom detektiraju laserskom ekscitacijom. Glavni nedostatci
su neravnomjerna sinteza pojedinacnih komponenti nakupina fragmenata i opterecenje koli¢inom

uzorka koje rezultira preklapanjem nakupina identi¢nih fragmenata (42, 43).

Sekvenciranje tre¢e generacije omogucuje proizvodnju dugih ocitanja te jeftinije 1 brze
sekvenciranje bez potrebe koriStenja PCR metode (41). Najpoznatiji predstavnici su PacBio 1
HeliScope. PacBio koristi tehnologiju sekvenciranja molekula u stvarnom vremenu (engl. single-
molecule real time sequencing; SMRT) i ne zahtijeva amplifikaciju DNA PCR metodom, ali glavni
nedostatak ¢ine visoki stupanj pogreske (14 %), velike dimenzije uredaja i znacajna financijska
ulaganja (44). Vrijeme za pripremu uzorka iznosi 4-6 sati i duljine dugih ocitanja iznose 10

kpb (42).
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Sekvenciranje Cetvrte generacije (Oxford Nanopore, Solid-state nanopore) koristi tehnologiju
jednomolekularnog sekvenciranja nanoporama koje mogu biti Cvrste ili bioloSke te omogucuje

iznimno duga ocitanja, visok protok podataka i jeftinije sekvenciranje (41).

Sekvenciranje koristenjem visokoucinkovitih metoda (NGS) sada je standard u molekularnoj
genetskoj dijagnostici za indeksnog pacijenta sa sumnjom na nasljednu kardiovaskularnu bolest.
Laboratorijski troskovi za NGS stoga su nizi, a analiza je brza od analize jednog gena (fazna
genetska dijagnoza prema Sangerovoj metodi) (45).

NGS ovisno o opseznosti testiranja ukljucuje:

e Testiranje panelom gena (poznati specificni geni bolesti integrirani u pojedini panel;
"ciljano sekvenciranje egzoma"),

e klinicko sekvenciranje egzoma (fokusira se na svih oko 7000 gena koji su trenutno
povezani s nasljednom bolescu),

e Sekvenciranje cijelog egzoma (engl. whole exome sequencing; WES) (priblizno 20 000
gena ili priblizno 180 000 egzona; 1,5 % genoma) i usredotoceno je na regije kodiranja
genomskih proteina (egzone). lako ljudski egzom predstavlja samo 1-5 % genoma, on
sadrZi priblizno 85 % poznatih varijanti povezanih s boles¢u (46).

e Sekvenciranje cijelog genoma (engl. whole genome sequencing; WGS). Ukljucuje
kodirajuca, nekodiraju¢a 1 podru¢ja mitohondrijske DNA. WGS proizvodi vrlo velike
kolic¢ine podataka koji zahtijevaju veliku koli¢inu resursa za provodenje kao 1 sofisticiranu
bioinformaticku ekspertizu za analizu.

Poboljsanja tehnologije NGS platformi 1 povecanje njihovog kapaciteta za sekvenciranje

omogucili su to¢nu 1 brzu analizu veéeg broja gena istovremeno 1 u€inili su ih sve dostupnijima.

(47).
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U klinickoj praksi za genetsku dijagnostiku nasljednih kardiovaskularnih bolesti obi¢no se koriste
panel gena ili WES, pri ¢emu se genetski podaci tada Cesto selektivno procjenjuju specificno za
bolest i indikaciju. Vecina laboratorija preferira za analizu koristenje pojedinih specifi¢nih panela
1 isplativijom (45).

Optimalan broj 1 opseg gena koji bi trebao biti ukljucen u pojedinu NGS analizu i dalje je tema
istrazivanja, radi izbjegavanja klinicki beznacajnih gena. Potrebno je ukljuciti tzv. kljune gene
(core genes) za pojedinu indikaciju i oni trebaju biti tehnicki i kvalitativno pokriveni s vise od 99
% u NGS analizi. Sve vece 1 dublje razumijevanje genetske osnove razli¢itih nasljednih sréanih

stanja pomoglo je u sve boljem odabiru prikladnih gena za uklju¢ivanje u NGS panele (9).

Niz znanstvenih i struénih drustava i asocijacija angazirani su na procavanju odnosa i povezanosti
gena 1 bolesti. Podaci proizasli iz takvih kolaboracija mogu se primijeniti u odabiru gena za
uvrStavanja u pojedini genetski panel za genetsku analizu za pojedinu indikaciju, $to vrijedi i za
kardiomiopatije (9). Takva je organizacija i Gene Curation Coalition (GenCC), baza koja prikuplja
1 dijeli podatke suradnih grupa i istraZivaca uklju¢enih u procjenu proucavanja povezanosti i
odnosa gena i bolest. Tako na primjer GenCC baza podataka sadrZi klasifikacije za 4.629 gena
koriste¢i standardizirane kriterije (48). Ova baza za svaki gen koristi srednju vrijednost za
povezanost gena i bolesti (engl. consensus Level of Evidence; CLOE). Ta vrijednost je dobivena
tako da se svaki od podnositelja za pojedini gen ocitovao (skala od 8 (definitivna povezanost) do
-2 opovrgnuta povezanost), te je izracunata srednja vrijednost povezanosti. To je rezultiralo
klasifikacijskim sustavom u kojem se svaka srednja vrijednost >1 moZe smatrati znacajnom, te je

takav gen prikladan za ukljucivanje u panel za povezanu bolest. Od 178 gena tako dovedenih u
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vezu s kardiovaskularnim bolestima, njih 150 je pokazalo znacajan stupanj korelacije s tim
bolestima i stoga bi trebali biti uklju¢eni u genetsku analizu kardiolodkih panela. Sto se pak
kardiomiopatija ti¢e, ovim pristupom 41 HCM, 55 DCM, 20 ARVC 17 LVNC gena se kvalificiraju

1 preporucuju za ukljucivanje u panel gena za NGS analizu kardiomiopatije (Tablica 3) (9).

Tablica 3. Geni s razli¢itim razinama dokaza temeljenih na konsenzusnoj klasifikaciji u GenCC

bazi podataka (cLoE — consensus Level of evidence) (9)

Definitivna / jaka Umjerena Ogranicena Kontroverzna
Bolest povezanost povezanost “potporni” geni povezanost povezanost
(cLoE > 5) (5> cLoE >4) (4> cLoE>3) (3>cLoE>2) (2>cLoE>1)
ACTCI, ALPK3, COQ9, FHOD3, JPH2, PLN, TTN ANKRDI, CALR3, CACNB2, CASQ?2, DSP,
CSRP3, FLNC, MRPL44, TNNCI CAV3, KLF10, MYHS, KCNQI
MTOI, MYBPC3, MYH7, MYLK2, MYOMI,
HCM MYL2, MYL3, PRKAG2, MYOZ2, MYPN, NEXN,
TNNI3, TNNT2, TPM1 OBSCN, PDLIM3, RYR2,
SMYDI, TCAP, TRIM63,
yCL
BAG3, DES, DMD, DSP, | ACTCI, ACTN2, JPH2, ABCCY, LAMA4, VCL ANKRDI, CSRP3, CTF1, | MYL3, PDLIM3, PKP2,
FLNC, LMNA, MYH7, NEXN, PPCS, TNNI3, DSG2, DTNA, EYA4, PSENT
PLN, RBM20, SCN54, TPM1 FKTN, GATADI, ILK,
TTN, TNNCI, TNNT2 LDB3, MYBPC3,
MYBPHL, MYH6, MYL2,
DCM MYPN, NEBL, NKX2-5,
OBSCN, PLEKHM2,
PRDM]16, PSEN2, RAF]I,
RPL3I, SGCD, TBX20,
TCAP, TNNI3K,
TXNRD?
DSC2, DSG2, DSP, JUP, DES, PLN CDH2 CTNNA3, LMNA, LDB3
ARVC PKP2, TMEM43 MYBPC3, MYH7, MYL3,
RYR2, SCN54, TGFBS3,
TJPI, TTN
RCM i
LVNC MYBPC3, MIPEP PRDMI6 BMPI (),SDY]SV%, DTNA,

HCM, hipertrofijska kardiomiopatija; DCM, dilatativna kardiomiopatija; ARVCM, aritmogena

kardiomiopatija desne klijetke; RCM, restriktivna kardiomiopatija; LVNC, nekompakcijska kardiomiopatija
lijeve klijetke

Smjernice trenutno preporucuju fokusiranu analizu gena s poznatom korelacijom s boles¢u kako
bi se izbjeglo otkrivanje patogenih varijanti u genima s nesigurnom povezanoscu s fenotipom
pacijenta (17, 49). Unato¢ tome, razliciti laboratoriji koriste razli¢ito sastavljene panele (dijelom
napravljene po mjeri ili “customizirane”), pa i kombinacije genskih panela, pri ¢emu neki od

uklju€enih gena mogu imati slabe ili nimalo dokaza o povezanosti s ciljanom bolesti. Takva Sirina
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s jedne strane moZze dati uvid u nove varijante uzroka bolesti, no $to je NGS ispitivanje opseznije
1 Sire, s viSe ukljucenih gena, to je CeSce otkrivanje VUS (klasa 3 prema Americkom koledzu
medicinske genetike (engl. American College of Medical Genetics; ACMQG)) ili varijante u genima
koje nisu povezane s indikacijom kao slucajni nalazi, Sto moze doprinijeti klinickoj dilemi (9).

Potrebno je naglasiti i da zbog heterogenosti sr¢anih stanja i manifestiranih fenotipova koje moze
pojedini gen izazvati, a koji se preklapaju, fokusirana analiza na specificnu kardiomiopatiju i
koristenje usko specijaliziranog panela gena (npr. samo za HCM) moze previdjeti genetsku
etiologiju bolesti. S obzirom na preklapanja 1 heterogenost fenotipa, te nepostojanje uvijek
jednoznaénog odnosa genotip-fenotip, kod genetskog testiranja za kardiomiopatije se preporucuje
provesti sveobuhvatnu analizu genskim panelom koji pokriva sve fenotipove kardiomiopatija, bez

obzira na jasno manifestirani fenotip u pojedinog bolesnika (9).

4.2. KLASIFIKACIJA GENA I VARIJANTI

ClinGen (Clinical GenomeResource) je ustanova ustrojena u sklopu Nacionalnog instituta za
zdravlje (engl. National Institutes of Health; NIH), SAD, koja proucava 1 utvrduje klini¢ku vaznost

gena 1 njihovih varijanti u medicini (https://clinicalgenome.org). Pojam varijanta gena se preferira

naspram pojma mutacija.
U djelokrugu aktivnosti ClinGen-a su sljedeci aspekti gena i varijanti (50):
e Gene disease validity (valjanost povezanosti gena 1 bolesti): odnosi se na procjenu stupnja
povezanosti pojedinog gena i bolesti
e Clinical actionability (klini¢ka primjenjivost): govori u kojem stupnju genetske varijante

imaju klini¢ke posljedice u smislu moguénosti intervencije na temelju rezultata genetskog

23


https://clinicalgenome.org/

testiranja — prevencije, pracenja i terapijskih postupaka povezanih bolesti u slucaju
pozitivnog nalaza.

e Variant pathogenicity (patogenost genetske varijante): odnosi se na potencijal pojedine
genetske varijante da izazove nastanak bolesti prema ACMG kriterijima (51).

e Dosage sensitivity (osjetljivost na broj kopija gena): odnosi se na osjetljivost organizma na
promjene u broju kopija odredenog gena. To ukljucuje i povecanje (duplikacije) i
smanjenje (delecije) broja kopija gena.

Najvaznija kategorija za klasifikaciju gena je kategorija valjanost povezanosti gena i bolesti. Ova
kategorija definira razinu dokaza u kojoj je mjeri, prema dosada$njim spoznajama, neki gen uzrok
bolesti. Na temelju kataloga kriterija, postoje sljedece razine dokaza o povezanosti gena i bolesti:
- definitivno

- jako

- umjereno

- ogranic¢eno (ograni¢eno prema trenutnim medicinsko-eksperimentalnim spoznajama),

- osporeno (osporeno u strucnoj literaturi),

- opovrgnuto (opovrgnuto, unato¢ nekim publikacijama, nema dokazane veze s boles¢u).

Core gene (kljucni geni) su geni povezani s pojedinim patoloskom stanjem koji, prema ClinGen-
u, su najmanje umjereno povezani s istim (dakle “definitivni”, “jaki” ili “umjereni”’). ACMG
definirao je nacin procjene patogenosti genetskih varijanti u klini¢koj genetskoj dijagnostici (50).
Patogenost pojedine varijante se kategorizira u jedan od 5 razli€itih stupnjeva:

- pathogenic (patogena) (klasa 5 prema ACMQG),

- likely pathogenic (vjerojatno patogena) (klasa 4 prema ACMG),

- variant of unknown significance (varijanta s nejasnim znacenjem - VUS) (klasa 3 prema ACMQG),
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- likely benign (vjerojatno benigna) (klasa 2 prema ACMG) i

- benign (benigna) (klasa 1 prema ACMG).

Vjerojatnost patogenosti varijante za klasu 5 prema ACMG-u je >95 %, za klasu 4 prema ACMG-
u >90 %, dok klasa 3 ("VUS") prema ACMG-u ima relativno $iroku, nespecifi¢nu vjerojatnost
(10-90 %) (52)

,Patogene* 1 ,,vjerojatno patogene* varijante (klasa 5 ili 4 prema ACMG-u) smatraju se pozitivnim
genetskim nalazima, odnosno varijante se smatraju uzrokom bolesti. Benigne 1 vjerojatno benigne
varijante (klasa 2 ili 1 prema ACMG-u), s druge strane, smatraju se negativnim rezultatom. Dugo
koriSten izraz "mutacija" viSe se ne bi trebao koristiti (45). VUS nije pozitivan nalaz, no predstavlja
poseban izazov za interpretaciju 1 daljnje pracenje, s obzirom na to da je dugorocno moguca

reklasifikacija kategorije.

4.3. NALAZ GENETSKOG TESTIRANJA

Nakon zavrSenog genetskog testiranja, izdaje se nalaz koji mora biti lako razumljiv 1 pacijentima
1 klinicarima (53). Zbog vaznosti prikladnog izvjeStavanja o nalazima genetskih dijagnostickih
testova, postoje smjernice 1 upute koje svaki nalaz genetskog testiranja treba slijediti 1 kako bi
trebao biti formatiran. Nalaz mora sadrzavati razlog zbog kojeg je pacijent upucen na geneticko
testiranje 1 gene testirane na temelju fenotipa pacijenta (9). Takoder se moraju navesti baze
podataka koriStene za odabir gena, kao 1 cijeli niz tehnic¢kih detalja poput ciljanih podrucja testa,
referentne sekvence koriStene za poravnanje i odgovarajuce transkripte, te toCan opis primijenjene
NGS tehnologije (54). Nadalje treba predociti pojedinosti o bioinformatickim tehnikama 1 alatima

koriStenim za detekciju 1 interpretaciju varijanti. Patogene, vjerojatno patogene i VUS varijante

25



moraju biti jasno oznacene i1 opisane, sukladno preporukama ACMG-a. Kod VUS-a trebaju se

navesti ACMG kriteriji koriSteni za njegovu kategorizaciju 1 o¢ekivani utjecaj na funkciju proteina

9.
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5. KLINICKI ASPEKTI GENETSKOG TESTIRANJA U KARDIOMIOPATIJAMA

5.1. GENETSKI PROBIR

Genetska procjena kardiomiopatije ukljucuje postavljanje dijagnoze i fenotipa kardiomiopatije,
postavljanje indikacije 1 opravdanosti za genetsko testiranje, dokumentiranje temeljite i detaljne
obiteljske anamneze, individualizirano savjetovanje pacijenata radi rjeSavanja specificnih
problema i molekularno genetsko testiranje, obi¢no etabliranim panelima poznatih sréanih
monogenih varijanti (55).

Klju¢ni element u probiru indeksnih bolesnika prije testiranja je verifikacija fenotipa bolesti. Drugi
element je precizna obiteljska anamneza i obiteljsko stablo koji obuhvacaju najmanje 3 generacije.
Ako ova dva elementa ukazuju na mogucu nasljednu kardiovaskularnu bolest, tada je sljedeci
korak identificirati najprikladniju osobu za genetsko testiranje (56). Genetsko testiranje obi¢no bi
trebalo biti rezervirano za pacijente s potvrdenom dijagnozom ili sumnjom na nasljednu
kardiovaskularnu bolest ili za pojedince s visokim a priori rizikom koji proizlazi iz prethodno
identificirane patogene varijante u njihovoj obitelji.

Uzimanje obiteljske anamneze mora zahvatiti najmanje tri generacije, uz pretpostavljanje mogucih
obrazaca nasljedivanja 1 penetracije, te procjenu moguénosti i utemeljenosti kaskadnog testiranja
za rodake (57). Obiteljska je anamneza naZalost ¢esto nepotpuna i nismo uvijek u mogucénosti
identificirati sve bolesnike s kardiomiopatijom unutar jedne obitelji. Pritom uvijek treba racunati i
s mogucnosti pojave de novo genetske varijante (58).

Uloga klinicara je klju¢na u fazi prije genetskog testiranja, te se sastoji u probiru pacijenata,
identifikaciji fenotipa, postavljanju indikacije za genetsko testiranje, te formulaciji adekvatnog

klini¢kog upita usmjerenog geneticarima.
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Za potrebe genetske analize obi¢no se uzima uzorak krvi te vrijeme obrade iznosi 8 do 12 tjedana

(25).

5.2. INTERPRETACIJA NALAZA

Ciljevi genetskog testiranja su identificirati bolest i/ili potvrditi klinicku dijagnozu, omoguciti
individualizirani terapijski pristup i po potrebi inicirati kaskadno testiranje unutar obitelji
bolesnika. Pogresno ili nepotpuno tumacenje nalaza moZe negativno utjecati ne samo na
dijagnosticki postupak i terapijski pristup, ve¢ i na prognozu bolesnika te imati Sire posljedice 1 na
¢lanove obitelj probanda (59, 60).

Kod genetskog testiranja za procjenu patogenosti varijanti gena kao mogucih uzro¢nika bolesti
koriste se revidirani kriteriji ACMG-a koji varijante klasificiraju kao: patogene, vjerojatno
patogene, VUS, vjerojatno benigne i benigne (61).

Patogene 1 vjerojatno patogene varijante smatraju se pozitivnim genetskim nalazima i smatramo
ih uzrokom bolesti. Benigne i vjerojatno benigne varijante s druge strane, smatraju se negativnim
rezultatom. VUS ne predstavlja pozitivan nalaz, i ne bi trebao utjecati na donoSenje i temeljenje
medicinskih odluka. Medutim potrebno ih je navesti u nalazu, te dugoro¢no pratiti u bazama radi
moguce reklasifikacije patogenosti u buduénosti.

Danas dijagnosticki prinos testiranja (yield) kardiomiopatija iznosi izmedu 30-50 % za HCM, 20-
30 % za DCM 1 50 % za ARVC (26).

Tradicionalna Mendelova paradigma klasi¢nih rijetkih varijanti koje uzrokuju jasno opisane
monogene kardiomiopatske fenotipove moZe biti nedovoljna. Sve je viSe prepoznat segment

kardiomiopatija s digenom 1 oligogenom etiologijom (62), Sto ukazuje na to da kombinacija vise
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varijanti pojedinih gena moze imati nepovoljan kumulativni ucinak koji rezultira jaCom

penetracijom bolesti i ranijom manifestacijom (55).

U meduvremenu se genetsko testiranje kardiomiopatija usredotocilo na podskupinu od 40-100
srcanih gena s relativno dobro utvrdenim genetskim varijantama koje su povezane s
kardiomiopatijama. Dosadasnje spoznaje o klinickom znacaju pojedinih varijanti svih gena,
prikupljene od strane klini¢kih 1 istrazivackih laboratorija, ekspertnih skupina i klinicara,
objedinjene su i dostupne u ClinVaru. ClinVar je javna baza podataka o varijantama i njihovoj

povezanosti s fenotipom 1 bolesc¢u te se koristi za klasifikaciju varijanti i kod tumacenja nalaza (9).

Poseban izazov u dugoro¢noj interpretaciji nalaza predstavlja moguca promjena klasifikacije
genetskih varijanti, u prvom redu VUS-a, 1 dio je procesa genetskog testiranja i savjetovanja (60).
Moguca je situacija da se s vremenom i sve ve¢om koli¢inom medicinskih istrazivackih podataka
patogenst pojedinih varijanti reklasificira u bazama. Tako se VUS na primjer moze reklasificirati
ili kao patogena varijanta ili pak kao benigna. Ovakve reklasifikacije genetskih varijanti iako nisu
neobicne, no mogu izazvati distres 1 konfuziju za pacijente i njihove obitelji. Odgovarajuce
genetsko savjetovanje multidisciplinarnog tima klju¢no je za rjeSavanje ovih potencijalnih
problema. Sve ovo naglaSava da genetsko testiranje nije jednokratan postupak ve¢ kontinuirani

proces.

5.3. GENETSKO SAVJETOVANJE

Genetsko savjetovanje od strane kompetentnog genetskog savjetnika dio je svakog genetskog

testiranja 1 uvijek treba biti ponudeno bolesniku 1 obitelji prije 1 poslije genetske analize (10, 47).

29



Trebali bi ga provoditi zdravstveni radnici s posebnom obukom, kao Sto su genetski savjetnici,
genetske medicinske sestre, ili klini¢ki/medicinski geneticari, bez obzira na to razmatra li se
genetsko testiranje. Genetsko savjetovanje ukljucuje raspravu o rizicima nasljedivanja, pruzanje
edukacije ukljucujuc¢i potrebu za klinickom procjenom, obavljanje savjetovanja prije 1 poslije
genetskog testiranja, pregled varijantnih klasifikacija, dobivanje obiteljske povijesti od najmanje
tri generacije i pruzanje psihosocijalne podrske, kako bolesniku, tako 1 ¢lanovima obitelji (63).
Genetsko savjetovanje prije samog testiranja je od iznimne vaznosti, i Cesto se djelatnost genetskog
savjetnika preklapa s onom klinicara kardiologa. U pre-testnoj je fazi pored prikupljanja svih
klini¢kih informacija o bolesniku 1 njegovoj obitelji, potrebno jasno objasniti svrhu analize i dati
informacije o genima koji se proucavaju. Bolesnike treba obavijestiti 0 moguénosti otkrivanja
varijanti koje mogu predisponirati bolesti izvan primarnog klinickog upita (nenamjerni ili slucajni
nalazi) (47).

Nakon testa, u slucaju prispijeca negativnog rezultata, bolesniku treba jasno priop¢iti da negativan
genetski test ne mora iskljuciti prisutnost nasljednog stanja (64). Ako se identificira VUS, treba
poduzeti iste korake kao kod negativnog rezultata s pozitivnom obiteljskom povijes¢u. Bolesnik i
obitelj trebaju biti obavijeSteni da nalaz ne isklju€uje moguc¢nost nasljednog kardioloskog
poremecaja u obitelji, uz preporuku nastavka nadzora probanda i ugroZenih ¢lanova obitelji.
Takoder treba priop¢iti moguénost buduce reklasifikacije patogenosti otkrivenih varijanti, u prvom

redu VUS-a (51).

Ako genetski test poluci pozitivan rezultat, smatramo da je identificirana genska varijanta
odgovorna za bolest. Ovaj nalaz potvrduje genetsku etiologiju bolesti i ima dijagnosticke

implikacije. Pomaze u lijeCenju pacijenata, obiteljskom kaskadnom testiranju, i u nekim
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slucajevima, usmjeravanju terapijskih izbora. Po zavrSetku testa, rezultati genetske analize trebaju
biti jasno iskomunicirani (53).

Neukljucivanje posvecenih i educiranih genetskih savjetnika u proces genetskog testiranja i obrade
moze se negativno odraziti na pacijentovo razumijevanje bolesti i donoSenje odluka, te tako

ugroziti ishod lijeCenja. (58).

5.4. KASKADNO OBITELJSKO TESTIRANJE

Genetsko testiranje kardiomiopatija zapocinje od propozitusa ili indeksnog pacijenta, odnosno
pacijenta s postavljenom klinickom dijagnozom bolesti ili sumnjom na bolest. Ako se dode do
otkri¢a uzro¢nog gena, moguce je obaviti genetsko testiranje ¢lanova obitelji i krvnih srodnika
propozitusa (25).

Nakon $to se identificira patogeni gen, informacije o potencijalnoj genetskoj varijanti koja moze
utjecati na ljude kroz generacije ¢lanova obitelji treba prenijeti onima koji su pod rizikom (58).
Genetske kardiomiopatije povezane su s razli¢itom penetracijom (srodnici s pozitivnim genotipom
ne moraju nuzno manifestirati bolest) i1 varijabilnom ekspresijom (razliCiti stupnjevi tezine kod
rodaka razli¢ite dobi) (55). Savjetovanje prije 1 nakon testiranja za pojedince koji se podvrgavaju
genetskom testiranju obiteljske varijante trebalo bi uzeti u obzir potencijalni u€inak pozitivnog
rezultata, ukljucujuéi i njegovu ograni¢enu prediktivnu vrijednost za klinicke manifestacije.
Rodaci za koje je potvrdeno da imaju obiteljsku varijantu mogu, ali ne moraju nikada ispoljiti
znakove bolesti. Oni medutim zahtijevaju inicijalnu klinicku obradu 1 kontinuirani klini¢ki nadzor
(65). Ovakav pristup omogucava brzo zapoc€injanje terapije kod osoba s pozitivnim genotipom

nakon §to se fenotip manifestira (55).
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Ako se u bolesnika s fenotipom kardiomiopatije genetskim testiranjem utvrdi VUS ili bilo koji
negativan rezultat, rodbinu se i dalje potice da sudjeluju u periodi¢nom klini¢kom pracenju, buduci
da mogu naknadno manifestirati fenotip (58).

Eventualnu naknadnu reklasifikaciju stupnja patogenosti genetskih varijanti potrebno je isto
iskomunicirati ¢lanovima obitelji, koji se tada moraju ponovno kontaktirati i primjereno
savjetovati. Reklasifikacije genetskih varijanti mogu izazvati pomutnju i nesigurnost kod
pacijenata 1 njihovih obitelji, te je vazno kontinuirano prate¢e genetsko savjetovanje

multidisciplinarnog tima (58, 66).

5.5. KORISTI GENETSKOG TESTIRANJA

Koristi genetskog testiranja su viSestruke, testiranje omogucuje otkrivanje bolesti u ranoj fazi i
pravovremenu intervenciju kako bi se sprijecili negativni ishodi i promijenio tijek bolesti, daje
prognosticke informacije o tijeku bolesti te pacijentima i obitelji pruzaju se psihosocijalni benefiti

kako bi §to jasnije razumjeli prirodu 1 narav bolesti (25).

Dijagnoza kardiomiopatije kod pogodenih pojedinaca primarno se postavlja na temelju fenotipske
definicije bolesti, bez nuznog dokaza genetske etiologije. Medutim, uz odgovarajuc¢e genetsko
savjetovanje 1 uz upozorenje da ¢e nalaz biti klinicki znac¢ajan samo ako se pronade patogena ili
vjerojatno patogena varijanta, genetsko testiranje moze biti korisno 1 u razjasnjavanju grani¢nih
slucajeva (6).

Sve ceS¢e genetska dijagnoza moze imati 1 prognosticke 1 terapijske implikacije. Na primjer,

patogene varijante u genu LMNA proteina nuklearne ovojnice mogu dovesti do razvoja
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progresivnog oblika DCM ili ACM, S$to mijenja terapijske odluke s niZim pragom za primarnu
prevenciju u vidu implantacije kardioverter defibrilatora (67).

Kod pacijenata s HCM-om, genetsko testiranje omogucuje razlikovanje primarnih kardiomiopatija
od fenokopija kao sto su TTR-kardijalna amiloidoza, Fabryjeva bolest, Danonova bolest 1 bolesti
skladiStenja glikogena (68). Ranijim otkrivanjem visokorizi¢nih pojedinaca, ciljane terapije mogu
se zapocCeti ranije kako bi se sprijecilo napredovanje kardiomiopatija (69).

Na kraju, genetsko testiranje moze imati i posljedice po reproduktivno zdravlje i planiranje obitelji.
Pacijentima 1 obiteljima je potrebno pruziti razumljive informacije o obrascima nasljedivanja 1
riziku prijenosa na buducu djecu, te pruziti informacije o0 moguénostima planiranja i prenatalne

dijagnostike ili predimplantacijske genetske dijagnostike (6).
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6. ETICKI I PRAVNI ASPEKTI GENETSKOG TESTIRANJA U DIJAGNOSTICI
KARDIOMIOPATIJA

Beauchamp i1 Childress definirali su temeljne principe etickog ponasanja u medicini kojih se treba
drzati i u slucaju genetskog testiranja pacijenata. Principi ukljucuju postivanje autonomije
pacijenta, imperativ da se ne nanosi Steta pacijentu (neSkodljivost), koncept pravednosti i
dobroCinstva te obveze zdravstvenih djelatnika od kojih se ocekuje istinitost, privatnost,

povjerljivosti i moralno ispravno ponasanje (70).

Kako bi se genetsko testiranje provelo, potrebno je od pacijenta pribaviti informirani pristanak.
Informirani pristanak pacijentu opisuje metodu provodenja testiranja, svrhu ispitivanja, bioloski
uzorak potreban za analizu, znacenje dobivenih rezultata, ukljucuju¢i pozitivne i negativne
rezultate, nalaz VUS, moguénost lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata, hoce li rezultati
pruziti informacije o zdravstvenom stanju ¢lanova obitelji i krvnih srodnika o riziku razvoja bolesti
ili mogu¢énosti vertikalnog prijenosa mutacije na potomke i Sto ¢e se dogoditi s uzorkom nakon
zavrSetka testa (40). Budu¢i da je temeljni problem u genetskoj dijagnostici kardiomiopatija
otkrice VUS te jo§ nedovoljno definirano znacenje dobivenih rezultata, genetsko savjetovanje prije
1 poslije testiranja mora obaviti geneti¢ar osposobljen za interpretaciju rezultata, u konzultacijama
s kardiologom, uzimaju¢i u obzir klinicku sliku, obiteljsku anamnezu 1 dijagnosticke

parametre (40).

Od mnogobrojnih koristi genetskog testiranja, smatra se da je najveca upravo redoslijedno
testiranje krvnih srodnika nakon identifikacije ciljane mutacije u propozitusa. Zdravstveni
djelatnici duzni su poStovati povjerljivost i autonomiju pacijenta, Sto predstavlja izazov u
identifikaciji 1 kontaktiranju potencijalno ugroZenih ¢lanova obitelji i krvnih srodnika osobe kod
koje je utvrden uzro¢ni gen (71). U iznimnim slu€ajevima kada podaci ukazuju na visoki rizik od
razvoja bolesti, a pacijent 1 nakon genskog savjetovanja odbija podijeliti informacije s obitelji,

moze postojati osnova za zakonsko i eti¢no otkrivanje podataka (71).
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7. ZAKLJUCAK

Kardiomiopatije predstavljaju kompleksnu i heterogenu skupinu srcanih bolesti koje dovode do
znacajnih zdravstvenih problema. Dijagnostika i lijeCenje ovih bolesti su izazovni zbog njihove
heterogenosti 1 genotipskog 1 fenotipskog preklapanja. U posljednjem desetlje¢u, genetsko
testiranje postalo je kljucan dijagnosticki 1 prognosticki alat koji omogucuje dublji uvid u
kompleksne mehanizme nastanka bolesti. NGS omogucuje paralelno masivno sekvenciranje
¢itavog genoma uz znatno nize troskove i krace vrijeme obrade podataka. Otkri¢a o mutacijama u
klju¢nim genima poput MYH7 za HCM, dezmosomalnih gena za ACM 1 TTN u DCM, postavljeni
su temelji za razumijevanje nastanka ovih bolesti. Genetsko testiranje pruza individualizirani
pristup svakom pacijentu i interpretaciju rezultata uz pomoc¢ kojih je pacijentu i njegovim krvnim
srodnicima ranom intervencijom i ciljanom terapijom moguce osigurati pravovremeno lijecenje i
prevenirati negativne ishode poput iznenadne sr¢ane smrti. Implementacija genetskog testiranja u
svakodnevnu klinicku praksu s vremenom c¢e postati uobiCajena praksa te ¢e uz pomoc
dijagnostickih algoritama omoguciti ranije postavljanje dijagnoze, procjenu rizika i informiranje
pacijenata i krvnih srodnika o zdravstvenom stanju. Unato¢ sve dostupnijem i jeftinijem
genetskom testiranju kardiomiopatija, velika koli¢ina informacija genetskih informacija donosi
mnoge izazove poput interpretacije nejasnih rezultata, etickih dilema i troSkova testiranja. Unatoc¢
brojnim izazovima, postignuti su izvanredni napredci u sferi molekularne kardiologije te postoje
obecavajuce perspektive za poboljSanje brige o bolesnicima i njihovim obiteljima putem preciznog

pristupa dijagnostici 1 terapiji.
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