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inisterstva Skolstva, vedy, vyskumu a $portu SR ~ et g ;:r Kyt
re strukturalne fondy EU "¢ ., s Eurépska tnia
- Eurépsky fond reglondineho rozvoja

DODATOK C.1 K ZMLUVE O POSKYTNUTI NENAVRATNEHO
FINANCNEHO PRISPEVKU
uzatvoreny v zmysle § 269 ods. 2 zdkona &. 513/1991 Zb. Obchodny zdkonnik v zneni
neskor§ich predpisov, v zmysle § 20 ods. 2 zdkona ¢&. 523/2004 Z. z. o rozpo&tovych
© pravidlach verejnej spravy a o zmene a doplneni niektorych zdkonov a v zmysle zdkona
€. 528/2008 Z. z. o pomoci a podpore poskytovanej z fondov Eurdpskeho spoloenstva
v zneni neskor§ich predpisov

CISLO ZMLUVY: 048/2010/4.2/0PVaV

Tento Dodatok k Zmluve o poskytnuti nenavratného finanéného prispevku, registraéné &islo
Dodatku 048/2010/4.2/0PVaV/D01 (d’alej len ,,Dodatok*) je uzatvoreny v zmysle ¢lanku 8 bod
1 VZP medzi zmluvnymi stranami:

Poskytovatel’
, nazov: Ministerstvo $kolstva, vedy vyskumu a $portu Slovenskej republiky
! sidlo: Stromova 1, 813 30 Bratislava
- Slovenska republika
!i 1¢0: 00164381
DIC: 2020798725
l[ konajuci: Ing. Eugen Jurzyca
li v zastupenil
nazov: Agenttra Ministerstva §kolstva SR pre $trukturalne fondy EU
sidlo: Hanulova 5/B, 841 01 Bratislava
ICO: 31819494
DIC: 2022295539
Konajtci: Ing. Alexandra Drgova

na zéklade splnomocnenia zo dia 13.12. 2007
(d’alej len ,,Poskytovatel*)
(d’alej len ,,Poskytovatel*)

~l

' Prijimatel’

Nazov: Ustav experimentalnej endokrinologie SAV
| Sidlo: Vlarska 3, 833 06 Bratislava

Vypni sa v pripade, ak zmluvu uzatvara sprostredkovatel'sky organ pri riadiacom organe, ktory kona v mene riadiaceho organu



zapisany v: -

konajuci: prof. MUDr. Iwar Klimes, DrSc.
1CO: 00598445

DIC: 2020887253

Banka:

¢islo utu (vratane predgislia) a kod banky:

zélohové platby:* a):

b)
predfinancovanie;’ a)
b)
refundécia:* a)!
(d’alej len ,,Prijimatel™)
(dalej aj ,,Zmluvné strany*)
Clénok 1

Poskytovatel' a Prijimatel’ sa dohodli na zmendch Zmluvy o poskytnuti nenévratného
finanéného prispevku €. 048/2010/4.2/0PVaV (dalej len ,,Zmluva®), kéd ITMS Projektu
26240220051, uvedenych v Elanku 2 tohto Dodatku.

Clanok 2

(1) Clanok 2 bod 2.4 Zmluvy o poskytnuti NFP sa nahrddza novym ¢&lankom 2 bod 2.4
nasledovne:

2.4 Prijimatel’ sa zavéizuje prijat’ poskytnuty NFP apouZit ho v stlade s podmienkami
stanovenymi v tejto Zmluve aProjekt realizovat riadne a véas, avSak najneskor
v termine ukondenia realizdcie aktivit Projektu, tj. do 31. 08. 2013. Najneskér do dasu
uvedeného v predchadzajticej vete je Prijimatel’ povinny predloZit' estné vyhldsenie
o ukondeni realizacie aktivit Projektu

(2) V prilohe & 2 Zmluvy ,,Predmet podpory NFP sa tabul'ka ,,Casovy rémec realizacie
Projektu® nahrddza novou tabulkou ,,Casovy ramec realizécie Projektu.

Nova tabulka je prilohou €. 1 k Dodatku &. 1.
Priloba €. 1 k Dodatku ¢. 1 sa stdva neoddelite'nou stidastou Zmluvy.

% Ak sa nehodi, prediarknite
? Aksa nehodi, prediarknite
* Ak sa nehodi, preéiarknite
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)

®)
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@)

3)

4)

®)

V prilohe €& 4 Zmlauvy ,Rozpoéet projektu“ sa tabulka ,Rozpodet projektu
a komentéar k rozpoctu projektu pre prioritné osi &. 1 az 4 OP VaV* nahrddza novou
tabul’kou ,,Rozpocet projektu a komentér k rozpod&tu projektu pre prioritné osi &. 1 az 4

OP VaV*,

Nova tabulka je prilohou ¢. 2 k Dodatku &. 1.
Priloha ¢. 2 k Dodatku €. 1 sa stava neoddelitelnou sucastou Zmluvy.

V prilohe & 4 Zmluvy ,Rozpofet projektu® sa tabulka ,Predpokladané zdroje
financovania  opravnenych vydavkov  projektu nahrddza novou tabulkou
»Predpokladané zdroje financovania opravnenych vydavkov projektu.

Novd tabul’ka je prilohou €. 3 k Dodatku &. 1.
Priloha €. 3 k Dodatku €. 1 sa stdva neoddelitelnou sti¢astou Zmluvy.

Priloha ¢ 5 Zmluvy ,Prehlad aktivit projektu® sa nahrddza novou prilohou
,wPrehlad aktivit projektu®.

Novy podrobny popis aktivit projektu je prilohou &. 4 k Dodatku &. 1.
Priloha €. 4 k Dodatku €. 1 sa stdva neoddelitelnou sugastou Zmluvy.

Clanok 3

Pre ulely tohto Dodatku sa vSeobecné zmluvné podmienky ozna¢uju ako ,,VZP«,
Zmluva o poskytnuti NFP bez VZP aostatnych priloh sa oznatuje ako ,.Zmluva
o poskytnuti NFP* a zmluva o poskytnuti NFP, VZP a ostatné prilohy sa oznaduje ako
LwZmluva®, R

Zmluvné strany vyhlasuji, Ze si text tohto Dodatku riadne a désledne pregitali, jeho
obsahu a pravnym u¢inkom z neho vyplyvajicich porozumeli. Ich zmluvné prejavy st
dostato¢ne jasné, urité a zrozumitelné, vyjadrujiice ich slobodnd a véaZnu vélu.
Podpisujice osoby st opravnené k podpisu tohto Dodatku a na znak suhlasu ho
podpisali.

Tento Dodatok je vyhotoveny v 4 rovnopisoch, pri¢om po podpise Dodatku si Prijimatel
ponechdva 1 rovnopis a 3 rovnopisy dostane Poskytovatel’.

Tento  Dodatok nadobuida platnost a tu&innost diiom dorudenia Dodatku
Poskytovatelovi. V pripade sporu medzi zmluvnymi stranami sa bude postupovat’ podlFa
rovnopisu tohto Dodatku uloZeného u Poskytovatel’a.

‘Tento Dodatok sa stdva neoddelitenou stiéastou Zmluvy.



Za Poskytovatela v Bratislave, dija: 2413 . {210

Podpis:

Meno-a priezvisko §tatutdrneho orgénu/zéstupen’ Poskytovatela

Ing. Alexandra Drgova

Za Prijimatela v Bratislave, dita: 2§ 70. 2070

Meno a priezvisko §tatutarneho orgénu/zéstupen’ Prijimatela

prof. MUDr. Iwar Klimes, DrSc.

Prilohy:
Priloha ¢. 1 Casovy ramec realizacie Projektu

Priloha ¢. 2 Rozpocet projektu a komentar k rozpo&tu projektu pre prioritné osi &. 1 az 4 OP
VaV

Priloha ¢. 3 Predpokladané zdroje financovania opravnenych vydavkov projektu

Priloha €. 4 Prehl'ad aktivit projektu

> Ak sa nehodi, pregiarknite
¢ Ak sa nehodi, pregiarknite




Priloha ¢.1 k Dodatku ¢.1

6. Casovy ramec realizacie Projektu

ITMS kod Projektu: 26240220051

| Nazov aktivity Zaciatok realizécie aktivity Ukoncenie realizacie aktivity
o (MM/RRRR) (MM/RRRR) .
Hlavné aktivity (max. 100 znakov
pre kazdu aktivitu)
1.1 Verejné obstaravanie 1172010 0572011
1.2 Néakup technického
a pristrojového vybavenia
a uvedenie zariadeni do 05/2011 08/2011
prevadzky
1.3 Néakup spotrebného
materialu pre vyskum 1172010 05/2012
1.4 Transfer poznatiov, 08/2011 08/2013
vyskum a odborné analyzy
Podporné aktivity .
Riadenie projekiu 11/2010 08/2013
Publicita a informovanost 11/2010 08/2013
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PREHIAD AKTIVIT PROJEKTU

Harmonogram realizicie projektu
Cislo a Nazov aktivity Zacliatok realizacie aktivity Ukongdenie realizacie aktivity
(Stvrfrok/rok) (8tvrtrok/rok)
Hlavné aktivity
1.1 Verejné obstaravanie IV/2010 11/2011
1.2 Nékup technického
a p1'1511'0J9ve119 vybz}vema 12011 /2011
a uvedenie zariadenf do
prevadzky
1.3 .Nc?%(up spoh:ebneho IV/2010 12012
materidlu pre vyskum '
1.4 Transfer poznatkov, 11/2011 111/2013
vyskum a odborné analyzy
Podporné aktivity
Riadenie projektu IV/2010 111/2013
Publicita a informovanost’ IV/2010 111/2013

Podrebny opis aktivity

Cislo a Nazov aktivity | 1.1 Verejné obstardvanie

Ciel’ aktivity Ciel'om aktivity je zrealizovat’ verejné obstardvanie pristrojov
potrebnych na realizaciu ciel'ov projektu na vysokej vedeckej
a technickej urovni.

Termin realizacie IV/2010-11/2011
aktivity (§tvrtrok/rok)
Opis aktivity V ramci tejto aktivity sa uskutoéni verejné obstardvanie nasledujtcich

pristrojov a zariadeni:

- Biochemicky analyzator s prisluSenstvom

- Imunochemicky analyzator s prisluSenstvom

- Pristroj na ultrazvukovu analyzu cievneho systému

- Pristroj na meranie koncentracie DNA/RNA v malych

objemoch

- Geneticky analyzator
Rizikom dosiahnutia vystupov teﬁo aktivity je neoCakavané ukondenie
sériovej vyroby uréitého typu pnstro;ov alebo neocakavané zvysenie
cien obstardvanych zariadeni. Vzhladom na moZnosti vyberu
zariadeni podobného typu sa budu realizovat opatrenia vo forme
vyberu takych zariadeni, ktorych cena je v rdmei planovanej hodnoty
a ktoré sa kvalitou ¢o najviac priblizuju potrebnym zariadeniam.
Aktivita suvisi s aktivitami 1.2 a 1.4

Metodoldgia aktivity Aktivita sa bude realizovat’ podl'a Standardnej metodoldgie v zmysle
zakona ¢. 25/2006 Z.z. o verejnom obstardvani v zneni neskorich
predpisov v nasledujiicom poradi krokov:

1. Zadefinovanie predmetu obstardvania — S$pecifikdciu pristrojov
vykonaju osoby s odbornostou a skisenostami v oblasti molekuldrnej

genetiky

2. Prieskum trhu — zistenie aktudlnej ponuky ,
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3. Vyhlésenie vereinej sutaZe a priprava podkladov pre verejnd sutaz
4. Prijimanie ponuk a dokladov od doddvatel'ov

5. Vyberové konanie - vyhodnotenie predloZenych pontk a vyber
finanéne najvhodnejiej ponuky od dodévatel’a, ktory splila zékladné
poziadavky na Specifikdciu pre dany tcel a kvalitu.

6. Priprava a podpis kipnej zmluvy

7. Zahlsenie na Urade pre vereiné obstardvanie

8. Ziadost o zalohovi platbu podla Zmluvy o NFP

Pri verejnom obstardvani sa dodrZi princip hospodarnosti

a nediskriminacie uchadzacov.

Vystupy (vysledky)
aktivity

Vysledkom aktivity bude obstaranie vy$Sie uvedenych pristrojov,
ktoré sa v nasledujucej aktivite zakipia a uvedd do prevadzky.
Vystup aktivity je predpokladom aktivity 1.2

Podrobny opis aktivity

Cislo a Nazov aktivity

1.2 Nakup technického a pristrojového vybavenia a uvedenie
zariadeni do prevadzky.

Ciel aktivity

Nékup technického a pristrojového vybavenia a uvedenie zariadeni do
prevadzky.

Termin realizacie
aktivity (Stvrtrok/rok)

11/2011 - I11/2011

Opis aktivity

V ramci realizdcie tejto aktivity sa vykonda nakup, inStalacia
a sprevadzkovaniu pristrojov. Ide o nasledovné pristroje:

- Biochemicky analyzator s prisluSenstvom

- Imunochemicky analyzator s prisluSenstvom

- Pristroj na ultrazvukovu analyzu cievneho systému

- Pristroj na meranie koncentricie DNA/RNA v malych

objemoch
- Geneticky analyzator

Vzhladom na skusenost odbornych pracovnikov so zaviddzanim
podobnych pristrojov do prevadzky je riziko pre dosiahnutie vystupov
tejto aktivity minimalne.

Aktivita stivisi s aktivitou 1.4

Metodologia aktivity

Na zéklade vysledkov verejného obstaravania sa vyber a zakupia
zariadenia, ktoré sa uvedu do prevadzky.

Vystupy (vysledky)
aktivity

Vysledkom aktivity bude doplnenie technického zariadenia Diabgene
o moderné pristroje, potrebné na dosiahnutie $pecifického ciela
projektu.

Podrobny opis aktivity

Cislo a Nazov aktivity

1.3 Nakup spotrebného materidlu pre vyskum.

Ciel’ aktivity

Zaobstaranie potrebnych reagencii, chemikalii a spotrebného
materialu na molekularno-genetickt analyzu cielovych geénov
s vyuzitim najnov$ich metod.

Termin realizécie
aktivity (Stvrtrok/rok)

IV/2010 —11/2012

Opis aktivity

V ramci rieSenia tejto aktivity sa nakupia reagencie, chemikalie
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a spotrebny materidl potrebny na molekularno-geneticku analyzu |
cielovych génov

Rizikom dosiahnutia vystupov tejto aktivity je neodakdvané ukoncenie
sériovej vyroby urditého typu reagencii, alebo neodakavané zvySenie
cien tychto poloZiek. Vzhladom na moZnosti vyberu materidlov
podobného typu sa budu realizovat’ opatrenia vo forme ich vyberu tak,
aby cena bola vrdmci planovanej hodnoty pri splneni poziadavie
kvality.

Aktivita je nevyhnutnym predpokladom plnenia aktivity 1.4

Metodologia aktivity

Aktivita sa bude realizovat podla Standardnej metodologie v zmysle
zékona &. 25/2006 Z.z. o verejnom obstardvani v zneni neskorSich
predpisov v nasledujiicom poradi krokov:

1. Zadefinovanie predmetu obstardvania — $pecifikdcia potrebnych
reagencii a materidlov, ktord vykonaji osoby s odbornostou
a sktsenosfami v oblasti molekularnej genetiky

2. Prieskum trhu — zistenie aktualnej ponuky

3. Vyhlasenie verejnej stitaZe a priprava podkladov pre verejna sut'az
4. Prijimanie ponuk a dokladov od dodavatel'ov

5. Vyberové konanie - vyhodnotenie predloZenych ponuk a vyber
finanéne najvhodnejsej ponuky od dodavatela, ktory splila zékladne
poziadavky na $pecifikaciu pre dany ucel a kvalitu.

6. Priprava a podpis kupnej zmluvy

7. Zahlasenie na Urade pre verejné obstardvanie

8. Ziadost o z4lohovi platbu podPa Zmluvy o NFP

Pri verejnom obstardvani sa dodrZi princip hospodarnosti

a nediskrimindcie uchédzacov.

Vystupy (vysledky)
aktivity

Zaobstaranie potrebnych reagencii, chemikalii na molekularno-
genetickt analyzu cielovych génov na dosiahnutie cielov
Specifického ciela projektu

Podrobny opis aktivity

Cislo a Nazov aktivity

1.4 Transfer poznatkov, vyskum a odborné analyzy

Ciel’ aktivity

DNA analyza génov, ktoré s zodpovedné za vznik monogénovych
foriem cukrovky, hyperinzulinizmu, obezity a dyslipidémif a klinicka
aplikdcia vysledku DNA analyzy u pacientov na Slovensku.

Termin realizacie
aktivity (Stvrt'rok/rok)

[1/2011 - I11/2013

Opis aktivity

Monogénové ochorenia charakterizuje poSkodenie jediného génu
ajedinou spolahlivou metédou ako ich diagnostikovat je DNA
analyza. K  ochoreniam endokrinného systému a poruchdm
metabolizmu, na ktoré je na$ projekt zamerany, patri:

1. Monogénové formy diabetu a vrodeny hyperinzulinizmus

e Neonatalny diabetes mellitus (NDM) je definovany ako
hyperglykémia trvajuca minimalne 21 dni so zaciatkom v prvych 6
mesiacoch Zivota (2; 3). NajéastejSou pri¢inou neonatilneho diabetu
st aktivaéné mutdcie génu pre Kir6.2 alebo SUR-1 podjednotku
draslikového kanala B-buniek (4).. Klinicky sa NDM mozZe spéjat
s ketoacidozou, niekedy aj so psychomotorickou retardaciou
a neurologickymi prejavmi (DEND) (7). Liecbou volby bol aZ




ITMS kéd Projektu: 26240220051

donedavna u vietkych pacientov inzulin. Novsie $tudie (vrdtane naSej)
dokazali, Ze va&§inu nosi¢ov Kir6.2 a SUR1 mutdcii mozno zmenit
7z inzulinu na derivaty sulfonylmodoviny za vyrazného zlepSenia
kompenzicie diabetu (3; 8). Inou Castou pri¢inou NDM si mutdcie
génu pre inzulin, ktoré vedu k apoptéze B-buniek a absolitnemu
nedostatku inzulinu (4). Ostatné pric¢iny st menej Casté (4)

e Rodinny vyskyt diabetu so skorym zaliatkom zahffia vacSinu
hyperglykémii spdsobenych transkripénymi faktormi: MODY-1,
MODY-3 (2). Tvori priblizne 2 % zo vietkych pacientov s diabetom,
zadina sa v adolescencii ama progresivny charakter s vysokym
rizikom vzniku komplikdcii. Pacienti ¢asto nemusia byt ale lieCeni
inzulinom, na dobrti kompenziciu diabetu si vhodné aj derivaty
sulfonylmocoviny.

e Hyperglykémia nala¢no srodinnym vyskytom (MODY-2)
zahffla mutacie génu pre glukokindzu, enzym, ktory sliZi v B-bunkach
ako senzor glykémie (2). Pri jeho poskodeni vznikd hyperglykémia
naladno, ktora sa vekom nezhorSuje a ma vel'mi nizke riziko vzniku
chronickych komplikacii diabetu. Pacienti nevyzaduju Ziadnu lieCbu,
benefit méa len inzulinoterapia v niektorych pripadoch pocas
tehotenstva (ak matka md mutdciu a dieta ju nema4, je riziko vzniku
makrozomie plodu).

o Diabetes s extrapankreatickymi priznakmi je rdznoroda
skupina, kde je diabetes sprevddzany aj inou symptomatologiou (2),
prave ktord pri diagnostike upozorni na moZzni monogénovu pri¢inu
diabetu. Patri sem mitochondridlny diabetes prejavujici sa ako
syndromy MIDD a MELAS. NajcastejSou pri¢inou ich vzniku je
mutacia A3243G, ktora sa podla percenta mutovanej mtDNA prejavi
ako diabetes a hluchota (syndrom MIDD) alebo pri vy$Som percente
mutovanej DNA ako MELAS (Mitochondridlna myopatia,
encefalopatia, laktatovd acid6za a stroke-like epizddy). Diabetes
v ramci syndrému MIDD zaéina v dospelosti (3.-4. dekdda) a mozno
ho lie¢it inzulinom alebo derivatmi sulfonylmocoviny. Syndrém
MELAS zaéina uZ v priebehu detstva a mdva progresivny priebeh.
Prognézu obvlyviiuji najmd zavazné stroke-like epizody, ktoré sa
prejavuji podobne ako NCMP, navySe ich sprevadzajii tporné
migrenézne bolesti hlavy akfée. Kauzalna liecba nejestvuje, novsie
stadie ukazuju priaznivy vplyv p.o. podévania argininu.

o Kongenitilny “hyperinzulinizmus (CHI) spdsobuju mutacie
génov  riadiacich vyluovanie inzulinu. Vznikaji zévazné
hypoglykémie, ktoré &asto uz po narodeni poskodzuju mozog a najmé
kognitivne funkcie. Najdastejou pri¢inou CHI st inaktivainé
mutacie podjednotiek draslikového kandla — Kir6.2 a SURI1
recesivneho charakteru, ktoré vhomozygotnej alebo zloZenej
heterozygotnej forme sa prejavia ako vel'mi zdvaZna, difizna forma
CHI. T4 reaguje zle na medikamentZnu lie¢bu a Casto vyzadujica
subtotalnu pankreatektomiu. Fokalne formy vznikaji zdedenim
jednej recesivnej mutdcie od otca a poskodenim zdravej materskej
alely podas vyvoja pankreasu. Mévaju stredne tazky priebeh
aneraguji na lie¢bu diazoxidom (lebo ten sa viaze na SURI
podjednotku draslikového kandla, ktory je poSkodeny mutdciou).
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Kauzilnou liecbou je parcidlna pankreatektomia po vizualizicii
loZiska PET-CT vysetrenim. Ostatné mutdcie (dominantné muticie
SURI amuticie CGK, HNF4A) sa prevuji ako diftizny CHI
s miernej§im priebehom, vidsinou reagujucim na farmakoterapiu.
Identifikovat poSkodeny gén aurdit najvhodnej$i lieSebny postup
umoziiuje v8ak len DNA analyza.

Vyskum monogénovych porich sekrécie inzulinu v ramei aktivity

1.4 zahrna: ’

e vyhladavanie pacientov s klinickym podozrenim na monogénovy
diabetes a kongenitalny hyperinzulinizmus s vyuZitim aj vzoriek
pacienti z existujicej DNA banky,

e podla klinickych znakov uréenie cielového génu (SURI, Kir6.2,
GCK, HNF1A, HNF4A amitochondridlnej DNA) a vykonanie
DNA analyzy

o aplikdciu vysledku DNA analyzy na principoch farmakogenomiky
do klinickej praxe (Gprava liecby a manazmentu pacientov)

e vedecké vyhodnotenie vystupov (mutaéného spektra, novych
mutdcii, vysledku zmeny liecby)

1. Monogénova obezita
Monogénova obezita sice tvori mensiu ¢ast’ v porovnani s polygénovo
podmienenou (17), av8ak jej diagnostika je velmi déleZitd vzhladom
na Specificki lie¢bu, manaZment a prognézu. Odhady hovoria, Ze
monogénovd pri€ina je v3-5 % vSetkych pacientov s morbidnou
obezitou (18). Medzi klinicky a a epidemiologicky najddleZitejsie
patria formy spdsobené mutdciami génu pre leptin a MC4R.

e Muticie génu pre leptin — sa v homozygotnej forme prejavia uz

kratko po narodeni konStantnou hyperfdgiou s rozvoju morbidnej

obetzity na podklade zvySeného ukladania tuku (najmé do podkozia)

(24; 65). Pacienti mavaju normélny rast a normélne hodnoty IGF-1

(67). KonStantou: stcastou klinického obrazu deficitu leptinu sa

poruchy endokrinného systému, napr. poruchy puberty (dospeli

jedinci vykazuji zndmky hypogonadotropného hypogonadizmu)

(71). Vel'mi charakteristické je zniZenie poétu a porucha funkcie T-

lymfocytov (pocetné infekcie v detskom veku, vy$Sia mortalita v

detstve) (72). U heterozygotov pre mutciu v géne kodujucom leptin

je hladina leptinu signifikantne zniZena a percento telesného tuku je
vySSie, nez je predikované vzhladom na vysku atelesnd hmotnost.

Terapia jedincov s deficitom leptinu je moZna pomocou Pudského

rekombinantného leptinu vo forme subkutdannych injekcii jedenkrat

denne po dobu 50 mesiacov (72). U v8etkych deti sa lie¢ba prejavuje
dramatickou stratou telesnej hmotnosti uz v priebehu prvych dvoch
tyZzdilov podévania s normalizaciou hyperfagie. Dochadza aj

k vyraznému a trvalému poklesu hladin inzulinu, k Uprave glykémif,

lipidového spektra (76) ako aj kzlepSeniu imunitnej funkcie

organizmu (55;66) a k nastupu puberty.

° Muticie génu pre melanokortinovy receptor 4 predstavuju

najCastejSie sa vyskytujucu formu monogénovej obezity (cca 5 %

deti s tazkou obezitou) a prejavia sa hyperfagiou so skorym ndstupom
obezity vprvom roku Zivota (98; 99). V priebehu detstva majt
akcelerovany rast (100), pricom sa zvySuje tukové aj netukova hmota,
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ako aj denzita kosti (98). Byva pritomny hyperinzulinizmus, u vi¢Siny
pacientov bez poruSenej tolerancie glukézy (98). Pacienti
s homozygotnou formou muticie maju intenzivnejSiu hyperfagiu,
vy§§iu telesn hmotnost, a su tieZ vy$§i neZ heterozygoti (98). Skora
diagnéza obezity podmienenej mutdciou v melanokortinovom
receptore 4 je velmi délezitd, nakolko pri tomto type obezity je
nutnd agresivna, aj ked zatial iba symptomaticka lie¢ba (reZimové
opatrenia) (108, 109). ’

Vyskum monogénovej obezity v ramei aktivity 1.4 zahfna:

e vyhladdvanie pacientov s klinickym podozrenim na monogénovi
obezitu

e podla klinickych znakov urcenie cielového génu (gén pre leptin,
MCA4R) a vykonanie DNA analyzy

e aplikdciu vysledku DNA analyzy na principoch farmakogenomiky
do klinickej praxe (Uprava lie¢by a manazmentu pacientov)

2. Monogénové dyslipidémie
Familidrne hypercholesterolémie su najvéésou skupinou spomedzi
monogénovych dyslipidémii. Charakterizuje ich poskodenie génov
zasahujicich do metabolizmu tukov aprejavuju sa zvySenymi
hladinami cholesterolu a jeho frakcii.
o ,Klasickd“ familiirna hypercholesterolémia (FH) je
najéastejSou  familidrnou  hyperlipoproteinémiou s frekvenciou
heterozygotov 1:500 (homozygotné postihnutie je 1:1 000 000).
Poskodeny je gém pre LDL receptor (LDLR) aochorenie sa
prejavuje zvySenymi hladinami LDL cholesterolu (3x vysSie oproti
norme), tvorbou $lachovych xantémov, zvySenym rizikom akcelerdcie
°| aterosklerézy a vzniku kardiovaskularnych komplikéacil (najmé
‘ischemickej choroby srdca /ICHS/) vo v¢asnej dospelosti. Prejavy pri
homozygotnom postihnuti su eSte zdvaznejsie s extrémne vysokymi
hladinami cholesterolu (nad 20 mmol/l) s rizikom vzniku ICHS uZ
v detstve. V liecbe je ddlezitd vcasnd intenzivna farmakoterapia
(statinmi).
e Familidrna hypercholesterolémia v dosledku muticie Protein
konvertazy subtilisin/kexin typ 9 (PCSK9) sa prejavuje podobne
ako heterozygotna forma FH. Vyskyt heterozygotov je 1:2500.

b

Vyskum monogénovych dyslipidémii v ramci aktivity 1.4 zahriia:

e vyhladavanie pacientov sklinickym podozrenim na familidrnu
hypercholesterolémiu s vyuzitim aj vzoriek pacientov z existujicej
DNA banky,

e podla klinickych znakov urenie cielového génu (LDLR, PCSK9)
a vykonanie DNA analyzy

e aplikdciu vysledku DNA analyzy na principoch farmakogenomiky
do klinickej praxe (Gprava lie¢by a manazmentu pacientov)

e vedecké vyhodnotenie vystupov (mutacného spektra, novych
mutacii, vysledku zmeny liecby)

Rizikom dosiahnutia vystupov tejto aktivity je spoluprica zo strany
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diabetolégov a detskych endokrinoldgov pri vyhPad4dvani pacientoy
s klinickym podozrenim na monogénové choroby endokrinného
systému a poruchy metabolizmu a pri klinickej aplikacii vysledku
DNA analyzy. Toto riziko sa minimalizuje existenciou dlhoroénej
Uspesnej spoluprice terénnych diabetologov s na$im pracoviskom
ako aj podporou odbornych spolo¢nosti - najmi Slovenskej
diabetologickej spolo¢nosti. Tato vydala v spolupraci s riesitePmi
,»Odporucania na diagnostiku monogénovych foriem diabetu®, kde je
DNA analyza a aplikacia jej vysledku kIuovym bodom tspesnej
diagnostiky a lie¢by tychto ochoren.

Metodologia aktivity 1. 'V spolupréci s diabetologmi a detskymi endokrinolégmi sa

identifikuja pacienti s klinickym podozrenim na monogénové

poruchy endokrinného systému  aporuchy metabolizmu na

ziklade Kklinickych diagnostickych kritérii, ktoré si:

L.1. pre neonatdlny diabetes — vznik diabetu v prvych 6.
mesiacoch zivota

1.2, pre familidrny diabetes so skorym zadiatkom - 2 generacie
s diabetom, zaciatok do 25. roku Zivota, meratelny C-peptid

1.3. pre familidrnu  hyperglykémiu naladno - hyperglykémia
nala¢no nad 5,5 mmol/l bez vyrazného vzostupu po jedle,
rodinny vyskyt

1.4. pre syndréom MIDD - diabetes asociaovany s percepénou
poruchou sluchu

1.5. pre  kongenitalny hyperinzulinizmus - pri hypoglykémii
inzulin nad 10 pU/ml

1.6. pre monogénovii obezitu — rodinny vyskyt tazkej obezity so
zacCiatkom v rannom detstve

1.7. pre familidrne hypercholesterolémie — skory zagiatok
a zvySené hladiny celkového a LDL cholesterolu

2. OSetryjuci-diabetolég/detsky endokrinolég odoberie od pacienta
podrobni genealogickii anamnézu aopiSe priebeh diabetu
a zakladné laboratérne parametre vo forme dotaznika. Pacient
podpiSe po vysvetleni Géelu oSetrujicim lekarom informovany
suhlas s genetickym vySetrenim

3. Pocas ambulantnej kontroly sa pacientovi a jeho rodinnym
prislusnikom odoberie vzorka krvi: 8 ml do $pecidlnych
skimaviek upravenych tak, Ze moZzu by uchovavané az 14 dni pri
izbovej teplote bez znehodnotenia vzorky — skiimavka sa odogle
do laboratéria DIABGENE, kde sa z krvi vyizoluje DNA; od
pacienta sa odobert aj 4 ml krvi do EDTA skaimaviek, ktoré sa do
20 minat scentrifugujd pri 5000 otdckach 5 minuat, odoberie sa
znich plazma, ktorda sa uskladni pri -20 °C. Vzorky sa
v prenosovych — mraziacich boxoch prenest  pracovnikmi
DIABGENE do laboratéria, kde sa znich budd vySetrovat
vybrané biochemické parametre.

4. Po doruceni $pecidlnej skimavky so vzorkou 8 ml krvi /beZnou
postou/ spolu s vyplnenym dotaznikom a informovanym suhlasom
sa v laboratériu DIABGENE izoluje DNA — &ast’ z nej sa uloZi do
DNA banky (ktord uZ jestvuje v DIABGENE od roku 2004), Gast
sa pouzije na vySetrenie cielového génu
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Podla Klinickych tdajov uvedenych v dotazniku sa pacient
zaradi do DNA analyzy génu, ktory najpravdepodobnejsie
spdsobuje jeho ochorenie:

v pripade neonatdlneho diabetu s to gény pre Kir6.2 (1 exdn),
pre SUR1 (39 exénov) a génu pre inzulin (3 exény) — analyza
prebieha priamym sekvenovanim

v pripade familiarneho diabetu so skorym zaciatkom je to gén
pre HNF1A (10 exénov + promoétor) a nasledne gén pre HNF4A
(10 exénov + prométor) — analyza prebieha priamym
sekvenovanim a metédou MLPA

v pripade familidrnej hyperglykémie nalaéno je to gén pre
glukokindzu (10 exénov + promoétor) — analyza prebicha priamym
sekvenovanim a metédou MLPA

v pripade kongenitalneho hyperinzulinizmu st to gény pre Kir6.2,
GCK a HNF4A- analyza prebieha priamym sekvenovanim

v pripade syndrémov MIDD a MELAS je to analyza mutdcie
A3243G a mitochondridlnej DNA — analyza prebieha metédami
RT-PCR a dHPLC

v pripade obezity so zvy$enym linedrnym rastom je typicka pre
mutdcie génu pre MC4R (1 ex6n) — analyza prebieha priamym
sekvenovanim

v pripade obezity sporuchou imunity a narastom tukovej aj
netukovej hmoty je typickd pre mutécie génu pre leptin (2 exény)
— analyza prebieha priamym sekvenovanim

v pripade familidrnej hypercholesterolémie to budu gény pre
LDL-receptor (15 exénov) a PCSK9 (15 ex6nov) analyza
prebieha priamym sekvenovanim

Uvedené gény sa budu analyzovat’ nasledovnou metodikou:
kazdy exon alebo promoétor sa musi najprv amplifikovat v PCR
reakcii, potom prebehne sekvenatnd reakcia (so znaenymi
deoxyribonukleotidmi a pre¢itanie ich poradia v sekvenatori)
alebo analyza MLPA, dHPLC, RT-PCR a analyza pomocou
$pecifického softvéru aidentifikicia mutacia pracovnikmi
DIABGENE. Zvolené metodiky st v sicasnosti najpresnejSie
a najmodernejsie na DNA analyzu ciefovych génov a ich mutacii
so zohPadnenim aj ekonomickych narokov.

Mutécie néjdené v analyzovanych génoch sa overia v mutaénych
databazach (napr. HGMD), & uZ boli opisané. V pripade novej
muticie sa jej funk&nost overi $pecidlnym softwarom (SIFT
analysis), ktory overi dopad mutacie na proteinovy produkt.
Vysledky DNA analyzy (aj negativne) sa odosli vo forme
Standardizovaného tladiva oSetrujiicemu lekdrovi, ktory ho
bude interpretovat pacientovi. Pacienti sndlezom mutdcie sa
zahldsia aj do Narodného registra monogénovej cukrovky,
Narodného registra monogénovej obezity (Oddelenie registrov
NCZI), v pripade familidrnej hypercholesterolémie do databazy
MED PED.

Pri pacientoch, kde po zisteni presného genotypu sa
oetrujicemu lekarovi odporuda tiprava lie¢by podl'a principov
farmakogenomiky: u pacientov s neonatdlnym diabetom na
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podklade mutacie Kir6.2 alebo SUR-1, u pacientov s MODY-1
aMODY-3 je mozZnd zmena liecby inzulinom na tablety
sulfonylmod&oviny, u MODY-2 sa vSetka farmakologicka liecba
moZe vynechat’). Pri pacientoch s kongenitalnym
hyperinzulinizmom a hemizygotnou paterndlnou mutdciou sa
vykond zobrazovavacie vySetrenie na lokalizaciu loZiska, podla
vysledku sa zvadzi chirurgické rieSenie. U ostatnych geneticky
potvrdenych foriem CHI sa upravi liecba podla vysledku DNA
analyzy (homozygotné mutdcie Kir6.2 a SURI su rezistentné na
diazoxid!). Pri potvrdeni mutdcie LDLR alebo PCSK9 u pacientov
s familidfrnou  hypercholesterolémiou sa nasadi agresivna
hypolipidemicka lie¢ba.

Vykona sa tiezZ DNA analyza rodinnych pribuznych probanda —
u pacientov s mutdciou a klinickou manifestaciu sa postupuje ako
v pripade probanda; u rodinnych pribuznych s mutdciou ale e$te
bez klinickych prejavov sa robi prevencia vzniku ochorenia
v ramei dispenzarizacie v diabetologickych ambulancidch
Vysledky DNA analyzy ako aj klinickej Casti (zmena liecby,
fenotypova charakteristika) sa Statisticky spracuji auréi sa
vyskyt tychto ochoreni na Slovensku, pomerné zastipenie
jednotlivych podtypov a Géinnost’ diagnostiky ako aj liecby.

Udaje o novych mutaciach, epidemioldgii a lie¢be sa planuja
publikovat’ v domaécich, i zahraniénych karentovanych ¢asopisoch a
prezentovat na domdcich a zahraniénych vedeckych podujatiach.

Vystupy (vysledky)
aktivity

Vystupom tejto aktivity bude:

potvrdenie monogénovej formy ochorenia u pacientov s ndlezom
mutacie

znalost epidemiologie monogénového diabetu, monogénového
hyperinzulinizmu, monogénove]  obezity = amonogénovych
hypercholesterolémii (a ich podskupin) u slovenskych pacientov
znalost’ spektra mutécii jednotlivych génov na Slovensku
identifikéacia novych mutacii

vypracovanie vysledku DNA analyzy vo forme $tandardizovaného
tla¢iva a zaslanie tohto vysledku oSetrujicemu lekéarovi
odporucenie na upravu liecbu vo forme listu oSetrujlicemu
lekéarovi

prevencia resp. v€asny zachyt klinickej manifesticie ochorenia
u bezpriznakovych nosi¢ov >

Hlavnymi medznikmi aktivity su:

e navrh a priprava primerov pre PCR reakciu v8etkych exénov
prislusnych génov

amplifikacia prislus§nych exénov pomocou PCR

priame obojsmerné sekvenovanie cielovych tsekov génov
MLPA analyza cielovych usekov génov

dHPLC analyza ciel'ovych usekov génov

RT-PCR cielovych tsekov génov

e softvérové vyhodnotenie identifikovanych zmien DNA

Vystupy tejto aktivity ovlyvnia diagnostiku a lie¢bu dedi¢nych
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ochoreni v oblasti endokrinoldgie, diabetologie a portich metabolizmu
v bratislavskom regione ako aj v celej SR. Vystupy tejto aktivity budi
podkladom pre odborné spoloénosti na Standardizaciu diagnostiky

a liecby tychto ochoreni na Slovensku.




