Dani humane genetike
prof. dr. sc. Ljiljana Zergollern-Cupak

Uvodnik

Izuzetno mi je zadovoljstvo da se i ove godine odrzavaju ,Dani humane genetike prof. dr. sc. Ljiliana Zergollern-Cupak” i sve vas
pozdravljam u ime naseg drustva koje je predvodnik svih znacajnih promjena iz podru¢ja humane genetike u Republici
Hrvatskoj. Slijedeci visegodisnju tradiciju odrzavanja ovog simpozija, cilj nam je okupiti stru¢njake iz razli¢itih podrucja gene-
tike i srodnih podrugja, kako bismo prikazom svojih stru¢nih i znanstvenih dostignu¢a dodatno potaknuli razvoj genetike u
nasoj zemlji te motivirali mlade kolege iz razli¢itih suradnih struka.

Ovogodisnji simpozij okuplja vodece struc¢njake iz podrucja klinicke genetike, stani¢ne i molekularne biologije, regenerativne
i personalizirane medicine, farmakogenomike, antropoloske i forenzicke genetike, glikomike itd., te ¢e svi sudionici simpozija
imati rijetku priliku svjedociti interdisciplinskom pristupu sagledavanja klju¢nih izazova suvremene genetike.

Vjerujemo da c¢e razmjena iskustava sa stru¢njacima koji imaju bogato iskustvo u primjeni novih dijagnostickih i terapijskih

metoda, uvelike pridonijeti integraciji navedenih postupaka u klini¢ku praksu u Hrvatskoj, te da ¢emo na taj nacin, izmedu
ostaloga, unaprijediti dijagnostiku i lije¢enje rijetkih genetickih bolesti u svim granama medicine.

Radujem se skorom susretu.

Prof. dr. sc. Dragan Primorac, dr. med.
Predsjednik Hrvatskog drustva za humanu genetiku
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8.30.-.9.00.

DANIHUMANE GENETIKE
PROF. DR. SC. LJILJANA ZERGOLLERN-CUPAK

Zagreb, Hrvatski lije¢nicki zbor, 8.12.2018.

Registracija sudionika, Otvaranje skupa.

Uvodna predavanja:

9.00.-9.30.

9.30.-10.00.

Dragan Primorac, Damir Hudetz, Igor Bori¢, Eduard Rod, Zeljko Jele¢, Trpimir Vrdoljak, Gordan Lauc, Andrea
Skelin, Denis Polancec, Lucija Zeni¢, Irena Trbojevi¢-Akmaci¢, Boro Nogalo, Mirjana Turkalj, Mihovil Plecko,
Ozren Polasek: Stani¢na terapija u lijeCenju ostecenja hrskavi¢nog tkiva: Iskustva Specijalne bolnice Sv.
Katarina

Gordan Lauc: Glikozilacija imunoglobulina G kao biomarker i funkcionalni efektor bolesti

Odabrana plenarna predavanja:

10.00.-10.15.

10.15-10.30.

10.30.-1045.

10.45.-11.15.

11.15.-11.30.

11.30.-1145.

11.45-12.00.

12.00.-12.15.

12.15.-12.30.

12.30.-1245.

12.45.-13.00.

13.00.-13.15.

Renata Zadro: Od otkri¢a Philadelphia kromosoma do moderne terapije kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije

Jadranka Serti¢, Hana Ljubi¢, Ana Merkler, Domagoj Caban, Ana Acman Barisi¢, Senka Skaro, Karolina Petrovic:
Molekularna laboratorijska dijagnostika cisti¢ne fibroze od 1991.-2018. u Klini¢ckom bolni¢kom centru
Zagreb

Ana Sepac, Sven Seiwerth, Zeljko J. Bosnjak, Filip Sedli¢: Usmjerena diferencijacija ljudskih kardiomiocita iz
pluripotentnih mati¢nih stanica

Pauza

Denis Polancec, Lucija Zeni¢, Damir Hudetz, Igor Bori¢, Zeljko Jele¢, Eduard Rod, Trpimir Vrdoljak, Andrea
Skelin, Mihovil Plecko, Mirjana Turkalj, Boro Nogalo, Dragan Primorac: Imunofenotipizacija stromalne vasku-
larne frakcije iz mikrofragmentiranog adipoznog tkiva i lipoaspirata pacijenata s osteoartritisom

Eduard Rod, Igor Mati¢, Maja Antunovic¢, Vesna Vetma, Ivan Pavici¢, Damir Hudetz, Inga Marijanovi¢, Dragan
Primorac, Alan Ivkovi¢: Optimizacija genske (ex vivo) terapije kostanim morfogenim proteinom-2 u rekon-
strukciji prednje ukrizene sveze koljena

Petar Ozreti¢, Vesna Musani, Sonja Levanat: Primjena ra¢unalnih programa za procjenu klini¢ckog znacaja
genskih varijanti nadenih u 5’'UTR gena BRCA2

Lidija Bach-Rojecky, Dalia Vadunec, Katarina Zuni¢, Jelena Kurija, Ivan Mikula, Dragan Primorac: Farmakoge-
nomika u lijecenju boli

Jasmina Cati¢, Andrea Skelin, Luka Boban, Vilim Molnar, Vid Matisi¢, Paulo Zekan, Alen Juginovi¢, lvan Mikula,
Lidija Bach-Rojecky, Ivana Erceg-Ivkosi¢, Damir Erceg, Dragan Primorac: Multimodalni koncept farmakoge-
nomskog testiranja u klinickoj praksi: Model Specijalne bolnice Sv. Katarina i OneOme

lrena Drmi¢ Hoffman: Sekvenciranje novije generacije (NGS) u dijagnostici i lije¢enju hematoloskih
malignih bolesti

Tamara Zigman, Danijela Petkovi¢ Ramadza, lvo Bari¢: Metode sekvencioniranja nove generacije u dijagno-
stici nasljednih metabolickih bolesti- prednosti i izazovi

Viekoslav Krzel], Papazovska Cherepnalkovski Anet, lvana Culo Cagalj, Josko Marki¢, Ana Skelin Glavas, Tina
Majstorovi¢, Jano$ Terzi¢, Bernarda Lozi¢: Klinicke manifestacije nedostatne aktivnosti glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze u Dalmaciji
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15.30.-15.45.

15.45.-16.00.
16.00-16.15.
16.15.-16.30.

16.30.-17.00.
17.00.-17.15.

17.15.-17.30.

17.30.-17.45.

17.45.-18.00.
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Radenka Kuzmani¢-Samija, Ivana Uni¢, Jasna Petri¢: Od klini¢ke slike do genske terapije

Mirjana Turkalj, Lucija Zeni¢, Damir Polancec, Kristian Vlahovicek, Olga Malev, Boro Nogalo: Jesu li primarne
imunodeficijencije u djece rijetke bolesti?

Rucak

Romana Gjergja Juraski, Natasa Nenadi¢ Baranasi¢, Feodora Stipoljev, Sanda Huljev Frkovi¢, Tamara Zigman,
Fran Borovecki, Zlatko Sabol, Nina Barisi¢: Geneticka osnova epilepsija i epileptickih sindroma u djece i
personalizirani terapijski pristup

Ljubica Boban, Dragan Primorac: Dijagnostika i lijecenje Osteogenesis Imperfecte- personalizirani pristup

Danijela Petkovi¢ Ramadza, Vladimir Sarnavka, Jurica Vukovi¢, Vijekoslav Krzelj, Bernarda Lozi¢, Silvija Puselji¢,
Tamara Zigman, Ivana Culo Cagalj, Visnja Tomac, Hana Pereira, Maria Jodo Silva, Isabel Tavares de Almeida,
Isabel Rivera, Ksenija Fumic, Ivo Bari¢: Galaktozemija u Republici Hrvatskoj: klini¢ki izrazaj i genotip

Josip Vlai¢, Davor Boji¢, Darko Anticevi¢: Kongenitalna spondilo-epifizalna displazija — operacijsko lijecenje
varus deformacije zgloba kuka

Marijana Odobasi¢, Alenka Gagro: X-vezana kroni¢na granulomatozna bolest

Vedrana Skaro: Neinvazivno prenatalno testiranje

Anita Barisi¢, Jadranka Vranekovic, lvana Babi¢ Bozovi¢, Bojana Brajenovi¢-Mili¢: Marker kromosom- izazov u
prenatalnoj dijagnostici: prikaz slucaja

Pauza

Damir Marjanovi¢, Dubravka Havas, Jelena Sarac, Sasa Missoni, Dragan Primorac: Najnoviji trendovi u oblasti
humane identifikacije

Marina Korolija, Viktorija Sukser, Sara Rozi¢, Lucija Barbari¢: Zac¢etak i smjer razvoja forenzi¢ne genomike u
CFIIV“Ilvan Vuceti¢”

Gordan Mrsi¢, Petar Ozreti¢, Josip Crnjac, Sinisa Merkas, Sara Rozi¢, Viktorija Sukser, lvana Raci¢, Lucija Barbari¢,
Maja Popovi¢, Marina Korolija: Analiza 12 X-STR markera u populaciji Hrvatske i primjena u forenzici

Liang Niu, Scott Langevin, RickyLeung, GeZhang, Roman Jandarov, Mario Medvedovic, Shuk-MeiHo,
AiminChen, Jelena Sarac, Tonko Cari¢, Matea Zajc Petranovi¢, Dubravka Havas Augustin, Luka Bockor, Sasa
Missoni, Pavao Rudan, Ranjan Deka: Asocijacijska studija kardiometaboli¢kih tragova na razini cijelog
epigenoma u populaciji Jadranskih otoka
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Uvodna predavanja

1. STANICNA TERAPIJA U LIJECENJU OSTECENJA HRSKAVICNOG TKIVA:
ISKUSTVA SPECIJALNE BOLNICE,SV. KATARINA”

Dragan Primorac'**5678 Damir Hudetz?®, Igor Bori¢'**, Eduard Rod'?, Zeljko Jele¢’'°, Trpimir Vrdoljak™?,
Gordan Lauc'""?, Andrea Skelin'', Denis Polancec?, Lucija Zenic, Irena Trbojevi¢-Akmacic'’, Boro Nogalo®,
Mirjana Turkalj*®, Mihovil Plecko’, Ozren Polasek?

'Specijalna bolnica,Sv. Katarina“, 49210 Zabok/10000 Zagreb, Hrvatska
2Medicinski fakultet, Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera, 31000 Osijek, Hrvatska
3Medicinski fakultet, Sveuciliste u Splitu, 21000 Split, Hrvatska

*Medicinski fakultet, Sveuciliste u Rijeci, 51000 Rijeka, Hrvatska

>0Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci, 51000 Rijeka, Hrvatska

SEberly College of Science, The Pennsylvania State University, PA, SAD

”University of New Haven, CT, SAD

8Djecja bolnica “Srebrnjak’, 10000 Zagreb, Hrvatska

°Klinicka bolnica“Sveti Duh’, 10000 Zagreb, Hrvatska

19Sveuciliste Sjever, 42 000 Varazdin, Hrvatska

"Genos d.o.0.,, 10 000, Zagreb, Hrvatska

2Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, 10000 Zagreb, Hrvatska

Hijalina hrskavica je avaskularna, aneuralna i alimfati¢na, a njena prehrana se odvija iskljucivo difuzijom iz sinovijalne tekucine.
Jedino razdoblje tijekom kojeg hijalina hrskavica dobiva hranu subhondralnim krvnim Zilama je u razdoblju njenog razvoja.
Interakcija kolagenskih vlakana (prvenstveno kolagen tipa Il.) s proteoglikanima (molekule koje sadrze tzv. core protein i gliko-
zaminoglikane (GAG), to¢nije: hondroitin-sulfat, heparan-sulfat, dermatan sulfat i keratan sulfat) ima vaznu ulogu u struktur-
noj i mehanickoj stabilnosti hijaline hrskavice. Ugradivanje vode u makromolekule proteoglikana te posljedi¢no djelovanje
molekula GAG, koje stvaraju tzv. swelling pressure, pridonosi reverzibilnoj deformaciji zglobne hrskavice koja pri djelovanju sila
ne mijenja svoj volumen. Pocetna ostec¢enja hrskavice, nazalost, ne dovode do nastanka boli, kako zbog nedostatka krvnih
Zila (nedostatak upalnog odgovora) tako i zbog nedostatka osjetnih Zivaca, $to je ozbiljan klinicki problem u prevenciji razvoja
osteoartritisa (OA). No s viemenom progresija oste¢enja hrskavice, prvenstveno stvaranjem erozija, to¢nije vertikalnih procje-
pa hrskavice, dovodi do njene daljnje degeneracije, ali i nastajanja fragmenata hrskavice koji plutaju u sinovijalnoj tekudini,
$to u konacnici pokrece citokinski odgovor i nastanak upalne reakcije sinovijalne membrane zglobne ¢ahure te stvaranje
prvih klini¢kih znakova upale, otoka i boli. Prilikom gubitka pokrova hrskavice, dolazi do znacajnog trenja povrsinskih slojeva
subhondralnih kostiju koje su sada u medusobnom kontaktu, te posljedi¢nog nastajanja disfunkcije zgloba, tipi¢no za osteo-
artritis (OA). S druge strane, kao posljedica ostecenja hrskavice dolazi do preraspodijele opterecenja te nastajanja karakteristic-
nih promjena koje se ocituju radioloski. Lije¢enje OA-a dugo se vremena temeljilo isklju¢ivo na lije¢enju boli i u najtezim
slucajevima ugradnji totalne endoproteze. Nove spoznaje, posebice iz polja tkivnog inZenjeringa i regenerativne medicine,
daju nadu oboljelima od OA-a, a od posebnog su interesa istrazivanja vezana za u¢inak mezenhimalnih stromalnih/mati¢nih
stanica (MSC), koje po definiciji u odredenim laboratorijskim uvjetima in vitro mogu formirati kostano, hrskavi¢no, masno ili
misi¢no tkivo. Zbog specifi¢nih svojstava MSC-a, koja se ocituju na mjestu ozljede (angiogenetski, antiapoptoti¢ni, protuupal-
ni, imunomodulatorni ucinci), a sve lu¢enjem bioaktivnih faktora, potice se ucinak cijeljenja ili regeneracije ostecenog tkiva.
U Specijalnoj bolnici,Sv. Katarina” u suradnji s Genosom i Dje¢jom bolnicom Srebrnjak, provedene su tri studije: prva koja je
ukljucivala aplikaciju autolognog mikrofragmentiranog masnog tkiva sa stromalnom vaskularnom frakcijom (SVF) u 21-og
pacijenta s OA-om koljena, nakon ¢ega su praceni klinicki parametri uc¢inkovitosti terapeutskog postupka kroz razdoblje od
12 mjeseci. Druga studija koja je kroz razdoblje od 24 mjeseca pratila uc¢inak autolognog mikrofragmentiranog masnog tkiva
na sintezu glikozaminoglikana hrskavice u 11-ero pacijenata. Treca studija je obuhvatila polikromatsku imunofenotipizaciju
stanica stromalne vaskularne frakcije iz mikrofragmentiranog adipoznog tkiva i lipoaspirata pacijenata s osteoartritisom me-
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todom protoc¢ne citometrije, a prethodni rezultati (Polancec i sur. First Mediterranean Symposium on Comprehensive Joint Care,
Split, 2018.) su pokazali da SVF izdvojen iz mikrofragmentiranog masnog tkiva uglavnom sadrzi progenitore endotelnih stani-
ca (CD317CD34Y), pericite (CD31 CD34* CD146") i supraadventicijske adipozne stromalne stanice (CD31CD34*CD146) te u
manjem broju zrele endotelne stanice (CD317CD34"). U prve dvije (klinicke) studije pacijenti oboljeli od OA-a su kategorizirani
sukladno bodovnom sustavu Kellgren-Lawenceove metode, bodovanjem ICRS-a (eng. International Cartilage Repair Society
Cartilage Lesion System), sluzeci se magnetskom rezonancijom, utvrdivanjem stupnja devijacije osovine donjih ekstremiteta
te sukladno rezultatima dobivenih nakon klinickog pregleda. U prvoj studiji, 12 mjeseci nakon aplikacije mikrofragmentira-
nog masnog tkiva, pacijenti su detaljno obradeni i evaluirani sukladno rezultatima dobivenim analizom upitnika WOMAC
(eng. Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index), KOOS (eng. Knee Osteoarthritis Scoring System) i VAS (eng.
Visual Analogue Scale) upitnika. Od 21-og ispitanika njih 18-ero pokazalo je statistic¢ki znacajno poboljsanje klini¢kog statusa
u odnosu na pocetne rezultate. Istodobno su primjenom MRI-a metodu oslikavanja hrskavice kontrastnim sredstvom
dGEMRIC) (eng. Delayed Gadolinium-Enhanced Magnetic Resonance Imaging of Cartilage), analizirani rezultati 11-ero pacije-
nata (20 koljena), koji su praceni kroz razdoblje od 24 mjeseca. Ranije se pokazalo (Hudetz i sur. Genes. 2017,;8(10):270;
doi:10.3390/genes8100270) da je metoda oslikavanja hrskavice kontrastnim sredstvom dGEMRIC, a koja indirektno prikazuje
koli¢inu GAG-a u hrskavici, iznimno osjetljiva u utvrdivanju promjene razine GAG-a nakon aplikacije mikrofragmentiranog
masnog tkiva. Zaklju¢no, u 11-ero pacijenata (20 koljena) oboljelih od OA-a, koji su praceni kroz razdoblje od 24 mjeseci,
utvrdeno je da je u vecine pacijenata razina GAG-a (indirektno mjereci indeksom dGEMRIC) viSa nego 5to je to bilo izmjereno
na pocetku studije, a prije aplikacije mikrofragmentiranog masnog tkiva, sto direktno sugerira da je ucinak stanica koje se
nalaze u SVF-u dugotrajan.

2. GLIKOZILACIJA IMUNOGLOBULINA G KAO BIOMARKER | FUNKCINALNI EFEKTOR BOLESTI

Gordan Lauc*

* Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu i Genos d.o.o.

Sve molekule imunoglobulina G su glikozilirane, a glikanski dio molekule u znacajnoj mjeri odreduje njezine efektorske funk-
cije. Za razliku od polipeptidnog dijela koji je potpuno odreden slijedom nukleotida u odgovaraju¢em genu, glikanski dijelovi
nisu izravno zapisani u genomu, te je njihova struktura odredena i genskim i okoliSnim ¢imbenicima. Kako je i vecina
kompleksnih bolesti pod znacajnim utjecajem okolisnih faktora, glikani su mnogo bolji biomarkeri za te bolesti od genskih
polimorfizama. Glikoanaliticki laboratorij Genosa vodedi je laboratorij za visokoproto¢nu glikomiku u svijetu, te smo u
posliednih nekoliko godina analizirali vise od 80 000 uzoraka u sklopu razli¢itih klini¢kih i epidemioloskih studija. U vecini
bolesti koje smo analizirali (ukljucujuci dijabetes, upalne bolesti crijeva, kolorektalni karcinom, reumatoidni artritis, sistemski
eritemski lupus i druge) pronasli smo znacajna odstupanja u sastavu glikoma. Neke od tih razlika vidljive su i nekoliko godina
prije pojave prvih simptoma bolesti i omogucuju vrlo ranu, u nekim slu¢ajevima ¢ak preventivnu dijagnostiku.
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Odabrana plenarna predavanja

3. OD OTKRICA KROMOSOMA PHILADELPHIA DO SUVREMENE TERAPIJE
KRONICNE MIJELOICNE LEUKEMIJE

Renata Zadro*

* Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb i Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Godine 1960. prvi je put u povijesti medicine opisana povezanost izmedu kromosomske abnormalnosti i zZlo¢udne bolesti.
Tada su, naime, Nowell i Hungerford identificirali sicusan kromosom, poslije nazvan Philadelphia, kromosom koji je posljedica
uravnotezene reciproc¢ne traslokacije t(9,22) (q34;q11). U translokaciji t(9;22) veliki se dio protoonkogena Abelson (ABLT) na
poloZaju 9q34 postavlja unutar gena BCR na poloZaju 22q11, $to rezultira nastankom fuzijskoga gena BCR/ABLI. Produkt na-
staloga gena fuzijski je protein s povisenom aktivnoscu tirozin-kinaze koji utjece na signalne putove unutar stanice ukljuc¢ene
u kontrolu stani¢ne smrti, proliferacije i medustani¢ne adhezije i odgovoran je za nastanak kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije.
Otkri¢e ove abnormalnosti olaksalo je postavljanje to¢ne dijagnoze ove leukemije te omogucdilo razvoj ciljane terapije i teh-
nika za pracenje minimalne ostatne bolesti. Naime, terapija kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije je tijekom godina dozivjela revo-
lucionarni obrat. Nakon radijacije i konvencionalne terapije, alogeni¢ne transplantacije mati¢nim stanicama i interferona-alfa,
pravi je prodor ucinjen primjenom lijeka imatiniba kao prvog u klasi malih molekula, pa je kroni¢na mijeloi¢na leukemija
postala prvi model bolesti za tzv. ciljanu terapiju. Imatinib ne djeluje izravno na kodiranje BCR/ABL1, vec se natjece za vezno
mjesto ATP-a na tirozin-kinazi i time uspostavlja mehanizam stani¢ne smrti. Nakon imatiniba razvijeni su i testirani inhibitori
tirozin-kinaze druge i trece generacije (dasatinib, nilotonib, bosutinib i ponatinib) koji takoder ucinkovito inhibiraju kinaznu
aktivnost BCR/ABL1. Glavna prednost dostupnosti veceg broja inhibitora tirozin-kinaze je mogucnost optimiziranja terapije
prema pacijentu u slu¢aju nepodnosenja postojeceg lijeka ili pojave mutacija. Terapija inhibitorima tirozin-kinaze zahtijeva
pouzdane metode za prac¢enje odgovora na lijek. Pri postavljanju dijagnoze kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije prisutnost kromo-
soma Philadelphia dokazuje se konvencionalnom citogenetickom analizom i fluorescentnom in situ hibridizacijom. Moleku-
larnim metodama lancane reakcije polimerazom utvrduje se tip fuzijskog prijepisa. Pracenje odgovora na terapiju uz pretragu
ukljucuje kompletnu krvnu sliku, citogeneticku analizu i kvantificiranje fuzijskog prijepisa BCR/ABLI. Prema preporukama
Europske leukemijske mreze (Furopean LeukemialNet) nakon postavljanja dijagnoze kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije izvodi se
kromosomska analiza koStane srzi svakih tri do $est mjeseci i zatim svakih $est mjeseci do postizanja potpune citogeneticke
remisije, te kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom svaka tri mjeseca do postizanja znatnog molekularnog odgovora.
Mutacijska se analiza preporucuje u slucaju daljnjeg razvoja bolesti ili neuspjeha terapije. Citogenetickom i molekularnom
analizom omoguceno je bolje razumijevanje djelovanja ove zlo¢udne hematoloske bolesti u organizmu pojedinog pacijenta
pa time i izbor odgovarajuce terapije.

4. MOLEKULARNA LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA CISTICNE FIBROZE OD 1991.-2018.
U KLINICKOM BOLNICKOM CENTRU ZAGREB

Jadranka Serti¢'?, Ana Merkler', Hana Ljubi¢', Domagoj Caban’, Ana Acman Barisi¢', Senka Skaro’, Karolina Petrovi¢’
TKlinicki bolnicki centar Zagreb, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku
2Medicinski fakultet Sveuciliste u Zagrebu, Katedra za medicinsku kemiju, biokemiju i klinicku kemiju

Dijagnosticki pristup cisti¢noj fibrozi ukljucuje analizu gena CFTR radi identifikacije mutacija i stratifikacije. Molekularna labo-
ratorijska dijagnostika cisti¢ne fibroze provodi se u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb, Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku od 1991. godine.

Genotipizacija je tada ukljucivala analizu jedne najcesce mutacije, a danas primjenjujuci IVD Devyser reagense, PCR i kapilarnu
elektroforezu pocinje s vise desetaka mutacija kao $to su F508del, 1507del, 1717-1G—A, G542X, G551D, R553X, R560T, 3849 +
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10kbC—T, R1162X, 3659delC, W1282X, N1303K, G85E, 621 + 1G—T, R117H, R117C, 711 + 1G—T, 1078delT, R347P, R347H,
R334W, 1898 + 1G—A, 2183AA—G, 2184insA, 2789 + 5G—A, 3120 + 1GA, CFTRdele2,3 (21kb), YT1092X (C>A), L1077P, R1066C,
L1065P, T338l, 1336K, 1677delTA, 3272-26A>G, 2143delT + 5T, 7T, 9T. Analizom DNA-a u 118-ero ispitanika utvrdene su muta-
cije na oba alela F508del/F508del, jedan ispitanik je bio homozigot G542X/G542X, a osmero je sloZzenih heterozigota
F508del/2789+5G>A, F508del/R117H, G542X/R347P, F508del/N1303K, F508del/G542X, F508del/CFTRdele2,3, 621+1G>T/
R117H, F508del/Y1092X(C>A). Sekvenciranjem su utvrdene i mutacije F508del/c.1302delA (p.Leu435Phefs7), F508del/
Y1092X, F508del/1811+1G>A, R117H/N1148K, F508del/621+1G>C F508del/dup.ex.22T, F508del/cftrdele2.3, F508del/1811+
1G>C i varijante nepoznatog znacenja F508del/-8G>C, N/-8G>C, c.224G>A R75Q /N, c-8G>C.

Klinicki bolnicki centar Zagreb 2018. godine ima medunarodnu suradnju i sudjeluje u Europskim mreZzama putem programa
vanjske procjene kakvoce radi harmonizacije molekularne laboratorijske dijagnostike cisti¢ne fibroze, ukljucujuci to¢nost
genotipizacije i interpretacije rezultata analize prema pravilima Drustva za varijacije u humanom genomu. Vanjska procjena
kakvoce potice na istrazivanje novih mutacija, odrzava kakvocu, slijedi nove trendove u analitici i dijagnostici, omogucuje
povezivanje nacionalnih i medunarodnih registara bolesnika te moze unaprijediti zdravstvenu skrb bolesnika.

5. USMJERENA DIFERENCIJACIJA LJUDSKIH KARDIOMIOCITA IZ PLURIPOTENTNIH MATICNIH
STANICA

Ana Sepac’, Sven Seiwerth'?, Zeljko J. Bosnjalk?, Filip Sedli¢*

' Zavod za patologiju, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Hrvatska
2Klinicki zavod za patologiju i citologiju, Klini¢ki bolnicki centar Zagreb, Hrvatska
3Medical College of Wisconsin, Sjedinjene Americke Drzave

“Katedra za patofiziologiju, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Hrvatska

Cilj: Ciljevi naseg rada su uspostaviti metode za ucinkovitu i reproducibilnu in vitro diferencijaciju ljudskih kardiomiocita iz
pluripotentnih mati¢nih stanica te verificirati uspjesnu kardiomiogenezu primjenom razlicitih biljega, ukljucujuci one genske.

Metode: Linije ljudskih pluripotentih stanica su tretirane ¢imbenicima rasta aktivinom A i kostanim morfogenetskim pro-
teinom-4. Zivi, diferencirani kardiomiociti su obiljezavani reporterskim genskim konstruktom, MLC 2v-EGFP, koji je transferiran
lentivirusnim vektorom te omogucava iskljucivu vizualizaciju kardiomiocita putem zelene fluorescencije. Vektor je dobiven
podkloniranjem genskog konstrukta u lentivirusni transfer plasmid pHR(+)c.Ub.MCSoligo.R(-)W(+). Kvantitativnim PCR-om je
odredivan panel gena specificnih za pojedine stadije kardiomiogeneze. Odredivali smo vremenski slijed izrazaja sljedecih
gena: OCT4 (biljeg pluripotentnosti), brachyury (T; biljeg mezendoderma), MESP1, NKX2.5 1 ISLT (biljezi rane faze kardiomioge-
neze), GATA4, MEF2C, TNNT2 i MYL7 (biljezi kasne kardijalne diferencijacije) te HCN4, SCN5A, CACNATC, KCNH2, KCNJ2 i KCND3
(ionski kanali u sr¢anim stanicama). Elektrofizioloskim, imunocitokemijskim i funkcionalnim metodama testirana je ucinkovi-
tost diferencijacije i zrelost stanica. Uz pomo¢ konfokalnog mikroskopa uz primjenu fluorescentnog indikatora Fluo-4 AM u
stvarnom su vremenu snimane kalcijeve mijene (eng. calcium transients).

Rezultati: Cetrdeset dana nakon indukcije kardiomiogeneze jasno se mogu uociti opsezna podrucja nakupina stanica koje se
spontano i ritmi¢no kontrahiraju. Analiza zastupljenosti kardiomiocita je pokazala njihovu visoku obogacenost (65-85%) u
diferenciranim stanicama. Snimanja su pokazala dva razlicita profila stanica. Jedne su s kra¢im akcijskim potencijalima i kra-
¢im mijenama kalcija koje odgovaraju atrijskim kardiomiocitima. Druge imaju dulje akcijske potencijale i dulje kalcijeve mije-
ne, a odgovaraju ventrikulskim miocitima. Promatranje vremenskog slijeda izrazaja gena rane i kasne faze diferencijacije sréa-
nih stanica otkrilo je oc¢ekivani obrazac i potvrdilo normalnu kardiomiogenezu u svim testiranim stani¢nim linijama. Struktur-
ne analize diferenciranih kardiomiocita su pokazale postojanje ispruganih sarkomera (imunocitokemijsko obiljezavanje titina,
sarkomernog a-aktinina i sréanog troponina T), sto potvrduje postojanje zrelih sarkomera, koje su glavne funkcionalne jedi-
nice sréanih stanica. Funkcionalnost diferenciranih kardiomiocita verificirana je i dokazivanjem adekvatnog odgovora na
prekondicionirajuce stimuluse inhalacijskim anesteticima, pri ¢emu su dobiveni odgovori diferenciranih kardiomiocita kore-
lirali s odgovorima zrelih (adultnih) kardiomiocita.

Zakljucak: Usmjerena diferencijacija ljudskih pluripotentnih mati¢nih stanica ucinkovit je nacin generiranja funkcionalnih
kardiomiocita. Na ovaj se nacin mogu proizvoditi vrijedni eksperimentalni modeli za proucavanje bolesti srca. Poticanje pro-
liferacije ili diferencijacije kardiomiocita iz mati¢nih stanica uzbudljiv je pristup koji bi se u budu¢nosti mogao primjenjivati za
terapijsku regeneraciju srca.
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6. IMUNOFENOTIPIZACIJA STROMALNE VASKULARNE FRAKCIJE 1Z MIKROFRAGMENTIRANOG
ADIPOZNOG TKIVA | LIPOASPIRATA PACIJENATA S OSTEOARTRITISOM

Denis Polancec’, Lucija Zeni¢', Damir Hudetz>3*, Igor Bori¢55, Zeljko Jele¢?, Eduard Rod**, Trpimir Vrdoljak®**, Andrea Skelin®’,
Mihovil Plecko?, Mirjana Turkalj*'"'?, Boro Nogalo*'', Dragan Primorac'>#489.10

'Odjel za translacijsku medicinu, Dje¢ja bolnica Srebrnjak, Zagreb, Hrvatska
2Specijalna bolnica,Sv. Katarina“, Zabok, Hrvatska

3Klinicka bolnica”Sveti Duh’, Zagreb, Hrvatska

4Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet, Osijek, Hrvatska
®Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet, Rijeka, Hrvatska

6Sveuciliste u Splitu, Medicinski fakultet, Split, Hrvatska

’Genos d.o.o. za vjestacenje i analizu, Zagreb, Hrvatska

8Sveuciliste u Rijeci, Odjel za biotehnologiju, Rijeka, Hrvatska

°Eberly College of Science, The Pennsylvania State University, University Park, PA, SAD
9University of New Haven, West Haven, CT, SAD

""Odjel za pulmologiju i alergologiju predskolske i $kolske dobi, Dje¢ja bolnica Srebrnjak Zagreb, Hrvatska
2Hrvatsko katoli¢ko sveuciliste, Zagreb, Hrvatska

Cilj: Lipogems® (Lipogems, Italija) sustav je za mehani¢ku mikrofragmentaciju lipoaspirata masnog tkiva koji se uspjesno
primjenjuje za autolognu intraartikularnu injekciju kod bolesnika s osteoartirtisom koljena ili kuka. Osteoartritis (OA) je kronic-
na i progresivna degenerativna bolest, pri kojoj zbog propadanja hrskavice dolazi do bolnosti i gubitka funkcije zglobova.
Prema rezultatima nase nedavne studije primjena autolognog mikrofragmentiranog masnog tkiva sa stromalnom vaskular-
nom frakcijom (SVF) u bolesnika s OA-om dovodi do porasta razine glikozaminoglikana u hijalinoj hrskavici, sto dovodi do
smanjenja boli i poboljsanja sposobnosti kretanja (Hudetz i sur. 2017.). Cilj ovog istrazivanja bio je optimizirati protokol za
izolaciju stanica SVF iz lipoaspirata (LA) dobivenih klasi¢nim postupkom te mikrofragmentiranog lipoaspirata procesiranog
putem sustava Lipogems (LG), kao i usporediti imunofenotipski profil populacija stanica SVF proto¢nom citometrijom.

Metode: Uzorci LA-a i LG-a 10-ero pacijenata s OA-om koljena. Nakon izolacije stanica SVF blagom razgradnjom kolagena-
zom, stanice su izbrojane i pomocu prototipa tube DuraClone MSC (Beckman Coulter, SAD) provedena je imunofenotipiza-
cija mezenhimnih mati¢nih stanica. Tube DuraClone MSC sadrZe koktel protutijela za detekciju stani¢nih povrsinskih biljega:
CD31, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, CD146. Mrtve stanice i stani¢ne jezgre obojane su bojom Live/Dead Yellow Fixable
Stain (ThermoFisher, SAD) i DRAQY (Beckman Coulter, SAD). Za analizu datoteka FCS (od eng. Flow Cytometry Standard) primi-
jenjen je racunalni program Flowlogic (Inivai Technlogies, Australija).

Rezultati: U uzorcima LA-a i LG-a identificirano je pet glavnih subpopulacija stanica s jezgrom: stanice CD45 (leukociti) te
unutar frakcije CD45zrele endotelne stanice (CD31*CD34), progenitor i endotelnih stanica (CD31*CD34%), periciti (CD31-
CD34* CD146") i supraadventicijske adipozne stromalne stanice (CD31°CD34*CD146). Relativni udio progenitora endotelnih
stanica i pericita u uzorcima LG-a bila je visa u usporedbi s uzorcima LA-a, dok je relativni udio supraadventicijskih adipoznih
stromalnih stanica i leukocita bio nizi. Takoder, za progenitore endotelnih stanica, pericite i supraadventicijske adipozne stro-
malne stanice iz LG-a i LA-a utvrden je razli¢it izraZaj stani¢nih biljega CD73 i CD90, karakteristi¢nih za mezenhimne mati¢ne
stanice.

Zakljucak: Prototip tube DuraClone MSC uspjesno je uporabljen za imunofenotipizaciju stanica SVF iz LA-a i LG-a proto¢nom
citometrijom. Cinjenica da je SVF iz uzoraka LG-a obogacen progenitorima endotelnih stanica i pericitima, uz popratno sma-
njenje udjela leukocita, ide u prilog protuupalnom i regenerativnhom ucinku mikrofragmentiranog autolognog masnog tkiva
dobivenog tehnologijom Lipogems u terapiji osteoartritisa.
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7. OPTIMIZACIJA GENSKE (EX VIVO) TERAPIJE KOSTANIM MORFOGENIM PROTEINOM-2
U REKONSTRUKCIJI PREDNJE UKRIZENE SVEZE KOLJENA

Rod E'8, Matic I, Antunovi¢ M?, Vetma V2 Pavicic¢ I'°, Hudetz D%, Marijanovi¢ I, Dragan Primorac %7%%, vkovic¢ A>**

'Specijalna bolnica Sveta Katarina, Bracak 8, Zabok, Hrvatska

2Zavod za molekularnu biologiju, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Horvatovac 102a,
Zagreb, Hrvatska

3Zavod za ortopediju, Klini¢ka bolnica ,Sveti Duh’, Sveti Duh 64, Zagreb, Hrvatska

4Zavod za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci, Radmile Matejci¢ 2, Rijeka, Hrvatska

5 Zavod za histologiju i embriologiju, Medicinski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Salata 3, Zagreb, Hrvatska

5Eberly College of Science, The Pennsylvania State University, University Park, PA, USA

”Medicinski fakultet, Sveuciliste u Splitu, Hrvatska

8Medicinski fakultet, Sveuciliste u Osijeku,Josipa Huttlera 4, Osijek, Hrvatska

°Djecja bolnica “Srebrnjak”, Srebrnjak 100, Zagreb, Hrvatska

Y|nstitut za medicinska istraZivanja i medicinu rada, Ksaverska cesta 2, Zagreb, Hrvatska

Cilj: Svrha ovog istrazivanja je bila provjeriti hipotezu da je pomocu adenovirusnog vektora, koji nosi gen za kodiranje kosta-
nog morfogenog proteina-2 (Ad.BMP-2), moguca uspjesna in vitro transdukcija humanog misi¢nog tkiva unutar sat vremena
te dokazati da tako transducirano humano misi¢no tkivo ima sposobnost osteogene diferencijacije.

Metode: Uzorci humanog misi¢nog tkiva prikupljeni tijekom rekonstrukcije prednje ukrizene sveze 31. bolesnika upotrijeblje-
ni su u ovoj in vitro analitickoj i eksperimentalnoj studiji. Da bi se optimizirao protokol transdukcije, uzorci 28-ero pacijenata
su transducirani pomocu adenovirusnog vektora koji je nosio luciferaza cDNA (Ad.luc). Tijekom tog dijela istrazivanja primje-
njivali smo razlic¢ite doze Ad.lug, razli¢ito vrijeme transdukcije te dodatak pozitivnih iona za pojacavanje transdukcije. Tako
optimizirani protokol dodatno je testiran pomocu Ad.BMP-2, sluzedi se humanim misi¢nim uzorcima triju novih bolesnika.
Otpustene razine kostanog morfogenog proteina 2 (BMP-2) u osteogenom mediju izmjerene su svaka tri dana tijekom raz-
doblja od 21-0g dana pomocu enzimskog imunotesta ELISA. Metodom lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu
izmijerili smo ekspresiju ranih i kasnih osteogenih markera 14.121. dana. Nakon 21.dana uzgoja misi¢no tkivo je imunohisto-
kemijski obojeno na kolagen tip | (COL-I).

Rezultati: Uspostavili smo novi protokol transdukcije rabeci 10 PFU (P<0,05) kao optimalnu dozu adenovirusnog vektora, 30
minuta (P<0,05) kao optimalno trajanje kontakta i pokazali da dodatak pozitivnih iona lantana i kalcija nije utjecao na pobolj-
sanje transdukcije (P<0,05). Humani misi¢ni uzorci transducirani pomocu Ad.BMP-2 prema tako optimiziranom protokolu
pokazali su pojacanu ekspresiju svih testiranih osteogenih markera (P<0,05), znacajno otpustanje BMP-2 (P<0,05) i snaznu
ekspresiju COL-I.

Zakljucak: Rezultati ove studije potvrdili su hipotezu da je Ad.BMP-2 sposoban transducirati humano misi¢no tkivo i usmjeriti
ga prema osteogenoj diferencijaciji unutar 30 minuta.

8. PRIMJENA RACUNALNIH PROGRAMA ZA PROCJENU KLINICKOG ZNACENJA GENSKIH
VARIJANTI NADENIH U 5'UTR GENA BRCA2

Petar Ozretic, Vesna Musani, Sonja Levanat*

* Laboratorij za nasljedni rak, Zavod za molekularnu medicine, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb, Hrvatska

Stetne promjene u genima BRCAT i BRCA2 povezane su s nasljednim i sporadi¢nim oblicima raka dojke i jajnika. Geneticko
testiranje tih dvaju gena vec se desetak godina provodi na institutu Ruder Boskovi¢. Jedan od glavnih problema kod genetic-
kog testiranja opcenito su varijante nepoznatog klinickog znacenja (eng. variants of unknown significance, VUS). Vise od polo-
vice pronadenih varijanti gena BRCA1/2 ¢ine bas takve promjene. Za procjenu funkcionalnog, a posljedi¢no i klinickog znace-
nja takvih genskih varijanti cesto se primjenjuju racunalni programi. No znacenje promjena koje se nalaze u regulatornim
regijama mnogo je teZe predvidjeti nego utjecaj onih koje se nalaze u kodirajucoj genskoj regiji. Za regulaciju proteinske
ekspresije vrlo je vazna 5" netranslatirana regija (5'UTR) gena. Cilj ovog istrazivanja je primijeniti racunalne programe radi
procjene funkcionalnog znacenja genskih varijanti nadenih u 5'UTR-u gena BRCA2.
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Za ispravno funkcioniranje 5'UTR-a vazna je njena sekundarna (2D) struktura koju ¢ini intramolekulsko sparivanje baza. 2D
struktura molekula RNA mozZe se relativno jednostavno ra¢unalno predvidjeti. U ovom istraZivanju iskoristen je bas takav
pristup za procjenu utjecaja varijanti gena BRCA2 na 2D strukturu njegovog 5'UTR-a. Iz javno dostupnih baza podataka gen-
skih varijanti Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) i Genome Aggregation Database (gnomAD) sakupljene su sve
poznate varijante gena BRCA2 nadene u 5'UTR-u. Iz baze anotirani 5'UTR-a (UTRdb) sakupljene su sekvence 5'UTR-a gena
BRCA2 iz razli¢itih organizama. Pomoc¢u programa RNAalifold dizajnirana je konsenzus 2D struktura 5'UTR-a gena BRCA2.
Primjenom programa RNAfold istraZen je utjecaj varijanti nadenih u 5'UTR-u humanog gena BRCA2 na njenu konsenzus 2D
strukturu.

Nadeno je 60-ak varijanti humanog gena BRCA2 unutar 5'UTR-a. Na osnovi nukleotidnih sekvenci 5'UTR-a gena BRCA?2 iz
Cetiriju razlicitih vrsta dizajnirana je konsenzus 2D struktura. Racunalno predvidanje utjecaja genskih varijanti na 2D strukturu
5'UTR-a humanog gena BRCA2 klasificiralo je tri tipa genskih varijanti: one koje nemaju utjecaja na 2D strukturu, varijante koje
stvaraju stabilniju 2D strukturu i time imaju potencijalno negativan ucinak na efikasnost translacije proteina BRCA2 te vari-
jante koje stvaraju manje stabilni 5’'UTR s mogucim pozitivnim uc¢inkom na koli¢inu sintetiziranog proteina BRCA2.

Sinteza proteina BRCA2 vrlo je precizno regulirana te potencijalno negativan utjecaj na normalno funkcioniranje stanica
moze imati i premala i prevelika koli¢ina tog proteina. Na$ racunalni pristup uputio je na moguce funkcionalno znacenje
dosad pronadenih varijanti gena BRCA2 nadenih u 5'UTR-a. No vazno je razumijeti da racunalno predvidanje utjecaja genskih
varijanti ne daje konacnu potvrdu njihovog funkcionalnog znacenija, ali uvelike pomaze pri odabiru (,prioritizaciji”) varijanti
za daljnje funkcionalno testiranje.

9. FARMAKOGENOMIKA U LIJECENJU BOLI

Lidija Bach-Rojecky', Dalia Vadunec', Katarina Zunié', Jelena Kurija', lvan Mikula?, Dragan Primorac?3467

' Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Domagojeva 2, 10 000 Zagreb, Hrvatska
2Specijalna bolnica Sv. Katarina, Zagreb & Zabok, Hrvatska

3Eberly College of Science, 517 Thomas St, State College, Penn State University, PA 16803, USA
*Medicinski fakultet,Sveudiliste u Splitu, Soltanska 2, 21000 Split, Hrvatska

>Medicinski fakultet, Sveuciliste u Osijeku, Ulica cara Hadrijana 10, 31000 Osijek, Hrvatska
5Medicinski fakultet, Sveuciliste u Rijeci, Brace Branchetta 20/1, 51000 Rijeka Hrvatska

’Dje¢ja bolnica Srebrnjak, Srebrnjak 100, 10000 Zagreb, Hrvatska

Od kroni¢ne boli razli¢itog uzroka pati oko 27% odraslih stanovnika Europske unije, sto je veliko opterecenje kako za samog
oboljelog, tako i za zdravstveni sustav, ali i drustvo u cjelini. Kroni¢na bol nosi visoki stupanj onesposobljenja, a ¢esto je pra-
¢ena razvojem komorbiditeta pa zahtijeva primjenu lijekova tijekom dugog vremenskog razdoblja.

Da bi lijecenje boli bilo uspjesno, potrebno je za svakog pacijenta odabrati odgovarajuci lijek ili kombinaciju lijekova u opti-
malnim dozama te redovito pratiti u¢inkovitost i pouzdanost terapije. Usprkos velikom broju dostupnih analgetika na trzistu,
oko 50% oboljelih nema ocekivani terapijski odgovor te dozivljavaju brojne nezeljene ucinke, od kojih neki mogu biti opasni
i potencijalno fatalni, primjerice depresija disanja kod opioida i kardiotoksi¢nost kod nesteroidnih protuupalnih lijekova.

Osim nesteroidnih protuupalnih lijekova i opioidnih analgetika, u lijecenju kronic¢ne boli danas se primjenjuju i lijekovi iz
drugih farmakoterapijskih skupina poput antidepresiva, antikonvulziva i anestetika. U klini¢koj praksi opazaju se velike inter-
individualne varijacije u percepciji boli, analgetskom djelovanju lijekova te njihovom profilu podnosljivosti i pouzdanosti.

no ugrozeno postizanje Zeljenih terapijskih ishoda.

Razumijevanje mehanizama u pozadini takvih inter-individualnih razlika od velike je klini¢cke vaZnosti. Moguci razlozi su poli-
morfizmi gena, ukljucujuci one koji kodiraju: ciljine proteine na koje djeluju lijekovi (enzimi ciklooksigenaza (COX) i katehol-O-
metiltransferaza (COMT), p-receptor za opioide (OPRM1) i dr.), prijenosne proteine (P-glikoprotein) i enzime koji sudjeluju u

cije gena OPRM1 mogle bi objasniti neke paradoksne nuspojave poput hiperalgezije i ovisnosti uzrokovane opioidima.

Farmakogeneticka testiranja (polimorfizmi CYP2D6 i CYP2C9) nalaze se u klini¢kim smjernicama samo za nekoliko lijekova koji
se primjenjuju u lijecenju kroni¢ne boli, poput kodeina, oksikodona, tramadola, celekoksiba, amitriptilina, klomipramina, dok-
sepina, venlafaksina.
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No s obzirom na kompleksne patofizioloske mehanizme nastanka kroni¢ne boli, mnogobrojne ciljne proteine na koje lijeko-
vi djeluju te razlicite metabolicke enzime sto utjecu na sudbinu lijeka u organizmu, potrebno je prosiriti farmakogenomska
testiranja. Vrlo je vazno ukljuciti i one gene koji mogu dodatno objasniti inter-individualne razlike u terapijskom i stetnom
djelovanju lijekova, a sve radi osiguravanja ucinkovite i pouzdane terapije za svakog bolesnika.

10. MULTIMODALNI KONCEPT FARMAKOGENOMSKOG TESTIRANJA U KLINICKOJ PRAKSI:
MODEL SPECIJALNE BOLNICE “SV. KATARINA”| ONEOME

Jasmina Cati¢'>3, Andrea Skelin®, Luka Boban?, Vilim Molnar®, Vid Matisi¢?, Paulo Zekan®, Borna Arsov®, Alen Juginovis,
Ivan Mikula', Lidija Bach-Rojecky’, Ivana Erceg-Ivkosic'®?, Damir Erceg®’®, Dragan Primorac'24%1012131413

'Specijalna bolnica “Sv. Katarina’, 49210 Zabok/10000 Zagreb, Hrvatska

2Medicinski fakultet, Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera, 31000 Osijek, Hrvatska
3Klini¢ka bolnica Dubrava Dubrava, 10 000 Zagreb, Hrvatska

4Genos d.o.0., 10 000, Zagreb, Hrvatska

>Medicinski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, 10000 Zagreb, Hrvatska

8 Medicinski fakultet, Sveuciliste u Splitu, 21000 Split, Hrvatska

’ Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, 10000 Zagreb, Hrvatska
8Klinicka bolnica“Sveti Duh’, 10000 Zagreb, Hrvatska

°Fakultet za dentalnu medicine i zdravstvo. Sveuciliste u Osijeku, 31000 Rijeka, Hrvatska
“Dje¢ja bolnica “Srebrnjak’, 10000 Zagreb, Hrvatska

"Sveucilisni Odjel za sestrinstvo, Hrvatsko katolicko Sveuciliste, 10000 Rijeka, Hrvatska
2Medicinski fakultet, Sveuciliste u Rijeci, 51000 Rijeka, Hrvatska

*0djel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci, 51000 Rijeka, Hrvatska

“Eberly College of Science, The Pennsylvania State University, PA, SAD

>University of New Haven, CT, SAD

Farmakogenomika danas je vazan i nedjeljiv dio koncepta personalizirane medicine. Za razliku od tradicionalnog pristupa,
koji ne uzima dovoljno precizno individualnu razli¢itost, kroz primjenu farmakogenomskog testiranja moguce je kreirati pri-
lagodenu, personaliziranu i u¢inkovitiju terapiju, kojom se smanjuje rizik od Stetnih uc¢inaka lijekova. Time istodobno smanju-
jemo potrosnju lijekova i ukupne troskove lijecenja. Specijalna bolnica “Sv. Katarina” u suradnji s ameri¢kom korporacijom
OneOme kao sastavni dio svakodnevne klinicke prakse provodi farmakogenomsko testiranje testom RightMed®. Panel
RightMed® analizira (sukladno smjernicama Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) utjecaj odredenog
genotipa na lijek, to¢nije 25 gena (CYPTA2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2C klaster, CYP2D6, CYP3A4, CYP3AS5, CYP4F2, COMT,
DPYD, DRD2, GRIK4, HLA-A, HLA-B, HTR2A, HTR2C, IFNL4, NUDT15, OPRM1, SLC6A4, SLCO1B1, TPMT, UGT1AT, VKORCT). Uz to u pa-
nelu se analiziraju i gen MTHFR te geni za faktor Il. (Protrombin) i faktor V. (Leiden). Analizom gena ukljucenih u I. fazu meta-
bolizma lijekova - enzimi citokroma P450 (CPY1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2C klaster, CYP2D6, CYP3A4, CYP3AS,
CYP4F2), gena ukljucenih u Il. fazu metabolizma lijekova (tiopurinska metiltransferaza (TPMT), UDP-glukuronozil-transferaza
- (UGTTAT), gena uklju¢enih u sintezu ostalih enzima vaznih za metabolizam lijekova (dihidropirimidinska dehidrogeneza
(DPYD); vitamin K-epoksidna reduktaza, podjedinica 1 (VKORC1); nudiks hidroksilaza 15 (NUDT15)), gena odgovornih za dje-
lovanje transportera lijekova (SLC6A4, SLCO1BT), gena odgovornih za funkciju receptora za lijekove (serotoninski receptori
(HTR2A, HTR2C), dopaminski receptor (DRD2), opioidni receptor Mu1 (OPRM1), ionotropni kainat 4 glutamatni receptor (GRIK4),
katekol-O-metiltransferaza (COMT) te gena odgovornih za sintezu ostalih proteina vaznih za funkcioniranje lijekova (IFNL4;
glavni sustav histokompatibilnosti razreda I, A i B (HLA-A, HLA-B)) dobivamo uvid u terapijski ucinak 360 lijekova. Tako se
identificiraju lijekovi koji pokazuju snazne i umjerene interakcije s genomom pacijenta i enzimski putovi kojima se ta inter-
akcija ostvaruje. Sukladno dobivenim rezultatima, putem interaktivne platforme RightMed advisor, biraju se zamjenski lijekovi
ili prilagodava potrebna doza lijeka, sukladno nacelima personalizirane medicine “Pravi lijek, za pravog pacijenta u pravo
vrijeme”.
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11. SEKVENCIRANJE NOVIJE GENERACIJE (NGS) U DIJAGNOSTICI | LIJECENJU HEMATOLOSKIH
MALIGNIH BOLESTI

Irena Drmi¢ Hofman*

* Klinicki bolnicki centar Split, Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju; Medicinski fakultet Split,
Katedra za medicinsku kemiju i biokemiju

Cilj: Sekvenciranje novije generacije (NGS) sveobuhvatna je molekularno-dijagnosticka metoda koja se sve vise primjenjuje
u dijagnostici i omogucava istodobnu analizu mnostva gena tumorskog DNA-a u jednom testu. Jedan od izazova u genom-
skoj eri je i dijagnostika hematoloskih malignih bolesti, koje karakteriziraju morfoloske ili fenotipske sli¢nosti, ali i niz karakte-
risticnih genskih nestabilnosti poput mutacija, preuredbi gena i amplifikacija. Dodatan dijagnosticki problem je i ¢injenica da
jedan dio bolesti hematopoetskih mati¢nih stanica (posebice mijeloidne neoplazme) u trenutku dijagnoze najcesce ima
normalan kariotip, pa je bolest moguce dijagnosticirati i klasificirati uglavnom na temelju genskog profila.

Metode: Molekularni profil hematoloskih bolesti eskponencijalno je prosiren posljednjih 20 godina, dok su kompleksnost i
enorman broj biomarkera poteskoce u analizi pojedinacnih gena. U ovom radu dat ¢emo pregled novijih genskih panela
prilagodenih za NGS analize, koji omogucavaju analizu desetak do ¢ak stotinjak gena u bolesnika s mijeloidnim neoplazma-
ma. Takoder ¢emo dati pregled postupaka informaticke obrade podataka generiranih genskom analizom (engl. informatic
pipeline), koji svaki laboratorij treba specificno prilagoditi svojim uvjetima rada.

Rezultati: Simultana analiza ciljnih gena pokazuje da NGS omogucava detekciju somatskih mutacija u desetina ciljnih gena
znacajnih za: 1) postavljanje dijagnoze bolesti (akutna mijeloi¢na leukemija (AML), mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) i mijelo-
proliferativne neoplazmame (MPN)), 2) procjenu prognostickog rizika, 3) procjenu prikladnosti za ciljanu terapiju te 4) detek-
ciju i pracenje minimalne ostane bolesti (MRD).

Zakljucak: Danas je dostupan citav niz NGS tehnika, reagensa i instrumenata. Primjena metoda NGS u dijagnostici mijeloid-
nih neoplazmi pruza mogucnost istodobne analize mnostva ciljnih gena ili regija, koja ¢e zamijeniti Citav niz pojedinacnih
testova danas dostupnih u klinickim molekularnim laboratorijima.

12. METODE SEKVENCIRANJA NOVE GENERACIJE U DIJAGNOSTICI NASLJEDNIH METABOLICKIH
BOLESTI - PREDNOSTI | IZAZOVI

Tamara Zigman', Danijela Petkovi¢ Ramadza'?Ivo Bari¢'?

' Klinika za pedijatriju, Klini¢ki bolni¢ki centar Zagreb
2 Katedra za pedijatriju, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Cilj: Nasljedne metaboli¢ke bolesti su pojedinacno rijetke, ali kao skupina brojne. Rijec je o monogenski nasljednim bolestima
s najcesce autosomno recesivnim obrascem nasljedivanja, ali ima i onih koje se nasljeduju autosomno dominantno, X-veza-
no ili maternalno. Kako je rije¢ o poremecajima koji zahvacaju razlicite biokemijske procese, klinicki izrazaj je vrlo Sarolik.
Simptomi se mogu pojaviti u bilo kojoj Zivotnoj dobi i vrlo su ¢esto nespecificni. Unato¢ primjeni brojnih klasi¢nih dijagno-
stickih metoda (biokemijske, funkcionalne i slikovne metode), odredeni broj bolesnika ostajao je bez etioloski to¢ne dijagno-
ze, atime mu je i uskracena moguénost ciljanog lijecenja. Ciljani pristup pronalaZzenju uzroka, poput Sangerovog sekvencira-
nja pojedinog gena, imao je ogranic¢en uspjeh uz velike troskove analize. Metode sekvenciranja nove generacije su kroz
analizu ciljanih genskih panela, odnosno sekvenciranja cijelog egzoma ili genoma, omogucile postavljanje etioloske dijagno-
ze kod brojnih bolesnika, kod nekih primjenu ciljanog lijecenja, geneticko savjetovanje bolesnika i obitelji te prenatalnu i
preimplantacijsku dijagnostiku, u kratko vrijeme i uz razumnu cijenu. Interpretacija nalaza sekvenciranja ostaje za laboratorij-
ske geneticare i klinicare i dalje najveciizazov.

Cilj rada je kroz primjere bolesnika prikazati prednosti i izazove primjene metoda sekvenciranja nove generacije u dijagnosti-
ci nasljednih metabolickih bolesti.

Metode: Prikaz troje bolesnika kod kojih smo za postavljanje dijagnoze primijenili metode sekvenciranja nove generacije.

Rezultati: Prva bolesnica je djevojka s hipertroficnom kardiomiopatijom, kod koje je analizom genskog panela postavljena
dijagnoza rijetke sr¢ane glikogenoze, zbog mutacije u genu PRKAG2. Navedena je dijagnoza omogucila pokusaj lijecenja
modifikacijom prehrane. Druga dva bolesnika su djeca s ranom dojenackom epilepsijom. Kod prvog je nadena varijanta ne-
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jasnog znacenja u genu SCN9A, a u drugog varijanta nejasnog znacenja u genu SCNTA. Kod potonjeg je kao dodatni izazov
ostalo tumacenje predispozicije za razvoj autizma.

Zakljucak: Metode sekvenciranja nove generacije omogucile su to¢nu i razmjerno brzu dijagnozu kod brojnih bolesnika koji
boluju ili kod kojih se sumnja da boluju od nasljednih metabolickih bolesti. Kod nekih je postavljanje to¢ne dijagnoze omo-
gucilo ciljano lijecenje, a kod nekih prestanak dijagnosticke odiseje, geneti¢ko savjetovanje i planiranje obitelji. Veliki izazov je
tumacenje nalaza dodatnih mutacija ili varijanti nejasnog klinickog znacenja, koje se pojavljuju ako analiza obuhvaca veliki
broj gena. S obzirom na moguc¢nost kasne pojave simptoma, potonje moze biti i eticki dvojbeno. Dodatni izazov u tumacenju
varijanti nejasnog znacenja je i nedostatak funkcionalnih studija u velikom broju slucajeva.

13. KLINICKE MANIFESTACIJE NEDOSTATNE AKTIVNOSTI GLUKOZA-6-FOSFAT DEHIDROGENAZE
U DALMACUI

Vjekoslav Krzelj'?, Anet Papazovska Cherepnalkovski'?, Ivana Culo Cagalj’?, Josko Marki¢'? Ana Skelin Glavas’,
Tina Majstorovic', Janos Terzi¢?, Bernarda Lozic¢'?

TKlinic¢ki bolnicki centar Split
2Medicinski fakultet, Sveuciliste u Splitu

Cilj: Opisati klinicke manifestacije nedostatne aktivnosti enzima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PD) u Dalmaciji.

Metode: Analizirali su se podatci dostupni iz nasih prethodno provedenih istrazivanja u Dalmacijii 16-ero bolesnika lijecenih
u Klinici za djecje bolesti KBC-a Split. U svim se istrazivanjima za skrining pretragu primijenio fluorescentni spot test, a pozitiv-
ni uzorci su se kvantitativno analizirali spektrofotometrijskom metodom. Prvo istraZivanje obuhvatilo je 2726-ero ispitanika
obaju spolova, $to je bio 10% uzorak srednjoskolaca u srednjoj Dalmaciji, zatim su upotrijebljeni podatci istrazivanja 302 slu-
¢ajno odabrana uzorka muskaraca iz Komize te nalazi 513-ero ispitanika koji su imali nerazjasnjenu novorodenacku zuticu.
Varijante mutacije gena G6PD su se analizirale na uzorku od 24 nesrodna ispitanika muskog spola.

Rezultati: Deficit aktivnosti G6PD-a je dokazan u 183-je ispitanika, a klinicke manifestacije su bile prisutne u 83 (45,3%) slucaja.
Jedine uocene klinicke manifestacije su favizam i novorodenacka hiperbilirubinemija. Favizam je registriran u 45-ero (24,6%)
nasih ispitanika s deficitom aktivnos¢u G6PD-a. Cak je sedam osoba Zenskog spola, heterozigota za G6PD, oboljelo od faviz-
ma. Istrazivanje provedeno na 10%-tnom uzorku slu¢ajno izabranih srednjoskolaca u srednjoj Dalmaciji pokazalo je ucesta-
lost od 0,44% u oba spola, a u muskaraca 0,75%. Komiza na otoku Visu ima znatno vecu ucestalost nedostatne aktivnosti
enzima G6PD i istrazivanje je pokazalo da je deficit prisutan u 5,96% muskih ispitanika. Retrospektivno istrazivanje muske
djece s nerazjasnjenom novorodenackom zuticom je pokazalo ucestalost deficita GGPD-a od ¢ak 7,4%. S obzirom na to da je
ucestalost u op¢oj populaciji u muskog spola 0,75%, nedvojbeno je da je i novorodenacka zutica klinicka manifestacija nedo-
statne aktivnosti G6PD-a u Dalmaciji. Molekularnom analizom gena za G6PD pronasli smo 3est razli¢itih mutacija. Varijante
G6PD-a Cosenza, G6PD-a Mediterana, G6PD-a Union i G6PD-a Casano su bile udruzene s klini¢ckom manifestacijom favizma.
Najcesca varijanta u devetero od 24-ero (37,5%) ispitanika neocekivano je bio G6PD Cosenza. U jednom uzorku je otkrivena
nova mutacija nazvana G6PD Split s nukleotidnom zamjenom 1442 C—G i posljedicnom promjenom aminokiselina u enzi-

mu 481 Pro—Arg, sto rezultira umjerenim deficitom aktivnosti G6PD-a.

Zakljucak: Nedostatna aktivnost G6PD-a se moze klinicki manifestirati akutnom hemolitickom anemijom kao posljedicom
infekcije ili uporabom lijekova sa snaznim oksidacijskim svojstvima, kroni¢nom nesferocitnom hemolitickom anemijom, faviz-
mom i novorodenackom zuticom. Jedine dosad opisane klinicke manifestacije deficita GGPD-a u Dalmaciji su favizam i novo-
rodenacka Zutica. Korisno je u svim patoloskim nekonjugiranim novorodenackim Zuticama nejasnog uzroka analizirati aktiv-
nost G6PD-a.

14. OD KLINICKE SLIKE DO GENSKE TERAPIJE

Radenka Kuzmanic¢-Samija, Ivana Uni¢, Jasna Petri¢*

* Klinicki bolnicki centar, Klinika za dje¢je bolesti, Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu

Uvod: Misi¢ne distrofije su heterogena skupina nasljednih bolesti karakzerizirane progresivnom misi¢nom slaboscu i atrofijom
misi¢a. Medu njima je naj¢esc¢a Duchenneova misi¢na distrofija. Uzrokovana je mutacijama u distrofinskom genu, prilikom ¢ega
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dolazi do gubitka ekspresije proteina distrofina koji je klju¢an za odrzanje citoskeleta misi¢nih stanica. Geni i njihovi proteinski
produkti odgovorni za nastanak misi¢nih distrofija otkriveni su za vecinu misi¢nih distrofija. Molekularna geneticka testiranja te
odredivanje proteinske deficijencije u vecini slu¢ajeva nam omogucavaju postavljanje precizne dijagnoze, procjene tijeka bole-
sti, ali omogucavaju i identifikaciju nositelja i otvara mogucénost prenatalne dijagnoze. Kakvoca Zivota osoba oboljelih od misi¢-
nih distrofija moZe se znatno poboljsati, odgovaraju¢im rehabilitacijskim postupcima, adekvatnom respiratornom njegom i
kirurskim intervencijama. Razvoj molekularne biologije i molekularne genetike otvorio je vrata drugim terapijskim moguc¢nosti-
ma koji mozda nece potpuno izlijeciti bolest, ali ¢e svakako poboljsati njen tijek i ublaZiti simptome.

Metode: Prikazali smo pacijenta s dijagnozom Duchenneove misi¢ne distrofije, kojemu je bolest rezultat nonsense mutacije
u distrofinskom genu, pa je lije¢en atalurenom koji omogucuje ribosomalnu translaciju mRNK-a preko preuranjenog stop-
kodona, $to rezultira sintezom proteina pune duzine.

Cilj rada je prikazati najnovije spoznaje o Duchenneovoj misi¢noj distrofiji, uputiti na slozenost dijagnostickih postupaka, na
znacenje $to ranijeg postavljanja dijagnoze, s posebnim osvrtom na molekularno-geneti¢ku dijagnostiku, te prikazati naj-
novije spoznaje o terapijskom pristupul.

Zakljucak: Klinicka prezentacija misi¢nih distrofija, pa tako i Duchenneove misi¢ne distrofije, nespecifi¢na je i ne postoji jasna
fenotipsko-genotipska korelacija bolesti, ali napredak molekularne genetike omogucio je lakse postavljanje dijagnoze, pre-
poznavanje poznatih klini¢kih entiteta i definiranje novih poremecaja i lijecenje.

15. JESU LI PRIMARNE IMUNODEFICIJENCIJE RIJETKE BOLESTI KOD DJECE?

Mirjana Turkalj’*3, Lucija Zeni¢', Denis Polancec’, Jelena Zivkovi¢'!, Kristian Vlahovicek?, Olga Malev', Boro Nogalo'?

'Djecja bolnica Srebrnjak, Odjel za translacijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska

2 Medicinski fakultet Sveucilista J.J.Strossmayer, Osijek

3Hrvatsko katolicko sveuciliste, Zagreb

4Zavod za molekularnu biologiju, Bioloski odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb, Hrvatska

Uvod: Primarne imunodeficijencije (PID) nezarazne su i nasljedne bolesti razvoja i/ili funkcije imunosnog sustava uzorkovane
genskim mutacijama. PID su rastuca skupina od vise od 320 razli¢itih geneticki determiniranih poremecaja za koje se smatra
da su pojedinacno i kolektivno rijetki. Stvarna ucestalost PID-a kod djece i odraslih ostaje nejasna, ali nedavne epidemioloske
studije upucuju na to da su primarne imunodeficijencije u stalnom porastu. Najcesce su PID-i povezani s poremecajem hu-
moralnog imuniteta. Navedeni poremecaji mogu biti karakterizirani odsutnoscu ili prisutnoscu B stanica i njihovih produkata
- imunoglobulina. U klini¢koj slici kod pedijatrijske populacije koja ima nedostatak protutijela prevladavaju rekurentne upale
srednjeg uha, sinusa i pluca te teske infekcije gornjeg i donjeg disnog sustava. Isto tako vrijedi i za odrasle, iako je u tom slu-
¢aju upala srednjeg uha manje uobicajena. Pojava infekcija oportunisti¢ckim uzro¢nicima dovela je do razumijevanja indivi-
dualne osjetljivosti na infekcije. No ucinkovito djelovanje terapije antibiotikom moze istodobno zamaskirati prepoznavanje i
otkloniti sumnju na PID nakon uspjesno rijesene infekcije. Mnogi pacijenti imaju dugu povijest ukorijenjenih infekcija prije
nego 5to je PID dijagnosticiran kad su kroni¢ne komplikacije vec razvijene (npr. bronhiektazije, malapsorpcija). Kompleksnost
klinickog stanja oboljelih od PID-a utjece i na kakvocu Zivota i Zivotnu prognozu samog bolesnika. Stoga je od posebnog
znacenja rana dijagnostika i rana terapija kako bi se izbjegle nepotrebne komplikacije.

Cilj: Procijeniti pojavnost najcescih prirodenih imunodeficijencija vezanih za poremecaje produkcije protutijela te bolesti koje
su za njih vezane.

Ispitanici i rezultati: Ispitivanje je provedeno u Djecjoj bolnici Srebrnjak u djece u dobi od 4-18 godina, (prosje¢na dob 9,3
godine). Pojavnost poremecaja produkcije protutijela u djece, posebno selektivni deficit sinteze IgA protutijela (teski i parci-
jalni) najcesdi je poremecaj humoralnog imuniteta u nasih ispitanika. Poremecaji produkcije protutijela najcesci su tip PID-a i
oni ¢ine oko 70% svih primarnih imunodeficijencija. Ucestalost rekurentnih infekcija, astme i alergija u djece sa selektivnim
deficitom IgA protutijela (N=95) prema nasim istrazivanjima bila je statisticki znacajno visa (p<0,05) u odnosu na kontrolnu
skupinu (N=67, prosjecna dob 9,2 godine). Prikazat ¢emo na primjeru dvaju bolesnika s PID-om dijagnosticki i terapijski
postupnik te vaznost geneticke i rane dijagnostike u lijecenju i prevenciji razvoja komplikacija.

Zakljuc¢ak: Nuzne su nove epidemioloske studije kako bi se dobila realna slika incidencije i prevalencije PID-a i povecala
svijest lije¢nika i sustava javnog zdravstva te realno procijenio utjecaj imunodeficijencija na djecu i odrasle na razini stanov-
nistva. Rana dijagnostika i lijecenje, posebno najc¢esc¢ih PID-a, kao Sto je selektivni deficit IgA protutijela, klju¢ni su u prevenciji
i pracenju bolesnika.
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16. GENETICKA OSNOVA EPILEPSIJA | EPILEPTICKIH SINDROMA U DJECE | PERSONALIZIRANI
TERAPIJSKI PRISTUP

Romana Gjergja Juraski', Natasa Nenadi¢ Baranasic¢', Feodora Stipoljev?, Sanda Huljev Frkovi¢3, Tamara Zigman?,
Fran Borovecki*, Zlatko Sabol, Nina Barisic®

'Djecja bolnica Srebrnjak, MEF, Sveucilise u Osijeku, Odjel neuropedijatrije, Zagreb

2KB,Sveti Duh’, MEF, Sveuciliste u Osijeku, Klinika za ginekologiju i porodnistvo, Citogenetski laboratorij, Zagreb

3KBC Zagreb, MEF, Sveuciliste u Zagrebu, Klinika za pedijatriju, Zavod za genetiku, Sveuciliste u Zagrebu

*KBC Zagreb, MEF Sveuciliste u Zagrebu, Klinika za neurologiju iCentar za translacijska i klini¢ka istraZivanja,
Sveuciliste u Zagrebu

> Poliklinika za djecje bolesti Dr. Sabol, Zagreb

SKBC Zagreb, MEF, Sveuciliste u Zagrebu, Zavod za neurologiju Klinike za pedijatriju, Zagreb

Epilepsija u djetinjstvu zahvaca do 1% opce populacije. Dio fenotipa epilepsije povezan je sa specificnim kromosomskim
aberacijama gdje do izrazaja dolazi efekt genske doze, ali i sa specifi¢cnim mutacijama razli¢itih gena u rasponu od ionskih
kanala do faktora transkripcije. Mutacije koje su uzrok kanalopatijama mogu znaciti dobitak ili gubitak funkcije ionskog kana-
la i pridonijeti patogenezi epilepsije. Osim natrijevih, kalijevi i kalcijevi kanali takoder su uklju¢eni u epilepsije i epilepticke
encefalopatije. Rane epilepticke encefalopatije i epilepticki sindromi su teski neuroloski poremecaji i dovode do ostecenja
motorickog, kognitivnog i senzornog razvoja zbog recidiva napadaja. Lijecenije rijetkih epileptickih encefalopatija i epileptic-
kih sindroma je izazov, jer vecina lijekova nece biti u¢inkovita i Ceste su nezeljene nuspojave.

Cilj: Prikazati vaznost genetickog nalaza u procesu donosenja dijagnostickih i terapijskih odluka u djece s epilepsijom, s po-
sebnim osvrtom na rijetke nasljedne kanalopatije u Sestero djece s epilepsijom.

Metode: Retrospektivna i prospektivna analiza medicinske dokumentacije djece s nasliednom kanalopatijom, koja uzrokuje
epilepsiju ili epilepticki sindrom, uz uvid u geneticki nalaz, cjelono¢ne i prolongirane video elektronecefalografske zapise,
nalaz magnetske rezonancije mozga, klinicku sliku i terapijske opcije.

Rezultati: Prikazali smo skupinu djece s genetickom epilepsijom/epileptickim sindromom, s posebnim osvrtom na nasljedne
kanalopatije (SCNTA i SCN8A). Geneticki nalaz omogucio je genotipsko-fenotipsku korelaciju, usporedbu s ve¢ opisanim slu-
¢ajavima, kao i odredivanje personalizirane terapije. Uspjesnost lijecenja ovisila je i o pridruzenim tegobama koje su opisane
uz pojedine nasljedne kanalopatije, kao Sto su intelektualni deficit, autisticki spektar, motoric¢ke smetnje, poteskoce govora,
smetnje spavanja. Nuspojave antiepileptickih lijekova ucestalije su u djece s nasljednim epilepsijama zbog primjene politera-
pije i visokih doza lijekova.

Zakljuc¢ak: Na primjeru nasih bolesnika i njihovih obitelji dokazali smo da je bolje razumijevanje molekularne prirode epilep-
sije kod svakog pojedinog bolesnika vazno za oblikovanje personalizirane terapije, s obzirom na broj mogucih genetickih
promjena i fenotipske varijacije i unutar iste obitelji.

17. DIJAGNOSTIKA | LJECENJE OSTEOGENESIS IMPERFECTE - PERSONALIZIRANI PRISTUP

Ljubica Boban', Dragan Primorac®®

TKlinika za djecje bolesti Zagreb

2Medicinski fakultet Sveucilista u Osijeku JJ Strossmayer, Osijek

3 Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu, Split

“Djecja bolnica Srebrnjak, Zagreb

>Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci, Rijeka

SEberly College of Science, The Pennsylvania State University, University Park, PA, USA,

"The Henry C. Lee College of Criminal Justice and Forensic Sciences, University of New Haven, West Haven, USA
8Specijalna bolnica Sv. Katarina, Zabok/Zagreb

Osteogenesis imperfecta (Ol) ili bolest krhkih kostiju kostana je displazija kojoj su glavno obiljeZje pojacana lomljivost kosti i
sklonost razvoju deformiteta i onesposobljenja. Tradicionalno, kao glavni uzrok Ol-ja smatrane su promjene u sintezi i struk-
turi molekule kolagena tip I. Spoznaje o dijagnostici i lije¢enju Ol uglavnom su bazirane na klinickim opisima oboljelih, anali-
zi biokemijskih parametara kostanog metabolizma, radioloskim obiljezjima te rijetko analizom kolagenskih gena COLTAT i
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COLTA2. Napretkom molekularne medicine u posljednjih deset godina znacajno je rasvijetljena geneticka podloga bolesti, pri
¢emu je definirano sveukupno 18 gena ukljucenih u njen razvoj. Takoder je djelomi¢no razjasnjena i uloga pojedinih signal-
nih putova stani¢nog matriksa i uloga signalnih molekula u moduliranju aktivnosti osteoblasta/osteoklasta. Unatoc rasvjetlja-
vanju geneticke i dijelom biokemijske podloge Ol-a, svi patofizioloski mehanizmi nastanka bolesti, uloga pojedinih genskih
produkata i procesi unutar stanicnog matriksa te odgovor na pojedine terapijske postupke jo$ nisu dovoljno razjasnjeni.
Tradicionalni pristup lije¢enju zasniva se na primjeni bisfosfonata kao inhibitora kostane razgradnje, a u novije vrijeme dizaj-
nirani su novi lijekovi koji moduliraju aktivnost pojedinih signalnih putova te na taj nacin reguliraju kostani metabolizam.

Suvremeni pristup lijecenja genetickih bolesti nastoji iskoristiti potencijal mati¢nih stanica; njihovu mogucnost samoobnav-
lianja i diferenciranja u druge stani¢ne linije. Potencijal mati¢nih stanica u lijecenju Ol-ja dosad je ve¢ primijenjen u nekolicine
oboljelih, pri ¢emu su zabiljezeni ohrabrujuci rezultati. Mali broj pacijenata lije¢enih mati¢nim stanicama jo$ i sad nije dovo-
lian za donosenje statisticki relevantnih zaklju¢aka. Genska terapija kao najsuvremeniji terapijski pokusaj nastoji korigirati
geneticke promjene primjenom posebnih alata i tehnika za uredivanje genoma. lako su rezultati primjene ovih tehnika ohra-
brujuci na animalnim modelima, zbog kompleksnosti primjene i nepoznavanje utjecaja na ostale dijelove genoma jos su u
eksperimentalnoj fazi. Heterogenost geneticke podloge, varijabilnost klinicke slike, razli¢ite moguc¢nosti lije¢enja i odgovora
na terapiju namecu personalizirani pristup dijagnostici i lijecenju oboljelih. Koncept personalizirane medicine baziran na lije-
¢enju,po mijeri bolesnika” omogudit ¢e optimalan odabir terapijskih postupaka temeljen na genetickoj mapi bolesnika, obi-
ljezjima klinicke slike i njegovim individualnim potrebama.

18. GALAKTOZEMIJA U REPUBLICI HRVATSKOJ: KLINICKI IZRAZAJ | GENOTIP

Danijela Petkovi¢ Ramadza'?, Vladimir Sarnavka’, Jurica Vukovic'?, Vjekoslav KrZelj®, Bernarda Lozic, Silvija Puselji¢?,
Tamara Zigman', lvana Culo Cagalf?, Visnja Tomac*, Hana Pereira®, Maria Jodo Silva®s, Isabel Tavares de Almeida®,
Isabel Rivera®®", Ksenija Fumi¢’, Ivo Bari¢'?

' Klinika za pedijatriju, Klinicki bolni¢ki centar Zagreb

2 Katedra za pedijatriju, Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

3 Klinika za pedijatriju, Klinicki bolnic¢ki centar Split

4 Klinika za pedijatriju, Klini¢ki bolnicki centar Osijek

>Metabolism and Genetics Group, Research Institute for Medicines, Faculty of Pharmacy, University of Lisbon, Portugal
6 Department of Biochemistry and Human Biology, Faculty of Pharmacy, University of Lisbon, Portugal

7 Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Klini¢ki bolnicki centar Zagreb

Cilj: Prikazati klinicki izrazaj i genotip bolesnika s galaktozemijom u Hrvatskoj. Galaktozemije su rijetki, autosomno recesivno
nasljedni poremecaji u Leloirovom putu. Naj¢esca je klasi¢na galaktozemija zbog nedostatka galaktoza-1-fosfat uridiltransfe-
raze. Bolest se ocituje u novorodenackoj dobi zuticom, hipotonijom, znakovima zatajenja jetre te ¢esto sepsom uzrokovanom
s E. coli. Ako se bolest navrijeme prepozna i lijec¢i dijetom s ograni¢enim unosom galaktoze, mogu se izbjec¢i akutne kompli-
kacije opasne za Zivot. Kroni¢ne komplikacije, kao $to su neuroloski simptomi i preuranjeno zatajenje jajnika, javljaju se u ve-
¢ine odraslih bolesnika unato¢ dijeti. Nedostatak galaktokinaze je rjedi oblik galaktozemije, a bolesnici razvijaju obostranu
kataraktu, ako se navrijeme ne zapocne s dijetom. Najrjedi oblik je nedostatak UDP-galaktoza 4-epimeraze. Klinicki izraZaj je

slican kao u klasi¢noj galaktozemiji. Osim ovim trima, povisenje galaktoze u serumu moze biti uzrokovano i drugim patolos-

kim stanjima, ukljucuju¢i nasljedne bolesti.

Metode: Prikupili smo podatke 18-ero bolesnika s klasicnom galaktozemijom i dvoje s nedostatkom galaktokinaze. Genotip
je odreden sekvenciranjem gena GALT (N = 18) i GALK (N = 2), u suradnji s inozemnom znanstvenom ustanovom. Lijecili smo
i bolesnika sa zatajenjem jetre nejasne etiologije, koji je zbog sinergistickog ucinka dviju heterozigotnih mutacija u genima
GALT i GALE u tijeku svoje bolesti imao izrazito povisene koncentracije galaktoze u krvi.

Rezultati: Naj¢eS¢e mutacije gena GALT u nasoj su populaciji p.Q188R (41,7% alela) i p.K285N (36%). Dokazane su i p.R123X
(16,7%), p.E271D (2,8%) te prvi put otkrivena mutacija p.R33C (na jednom alelu). U svih bolesnika, izuzev dvoje s pozitivnom
obiteljskom anamnezom, bolest se ocitovala akutno u novorodenackoj dobi. Vec¢ina nasih odraslih bolesnika i starije djece
ima kroni¢ne komplikacije, ve¢ opisane u literaturi. Dvoje bolesnika s nedostatkom galaktokinaze su romskog podrijetla i
homozigoti za mutaciju p.P28T, tipi¢nu za ovu populaciju. Djevojcici je bolest potvrdena posto je razvila obostranu kataraktu,
a njezin brat je od rodenja na dijeti.

179



DANI HUMANE GENETIKE PROF. DR. SC. LJILJANA ZERGOLLERN-CUPAK: SAZETCI/SUMMARIES PaepiaTR CroAT. 2018;62:167-185

Zaklju¢ak: U nasoj populaciji naj¢esce mutacije gena GALT su, kao i u ostalim populacijama centralne i isto¢ne Europe,
p.Q188R i p.K285N. Budud¢i da se u Hrvatskoj ne provodi probir novorodencadi na galaktozemije, vazno je u diferencijalnoj
dijagnozi konjugirane hiperbilirubinemije i zatajenja jetre u novorodenceta misliti na ovu bolest, Zurno izmjeriti galaktozu u
serumu i urinu te zapoceti s prehranom bez galaktoze. Odgodeno prepoznavanje bolesti moze uzrokovati smrt. Dio bolesni-
ka, usprkos primjerenom lijecenju, razvija kroni¢ne komplikacije cija je patogeneza jo$ nedovoljno razjasnjena. Dodatne spo-
znaje se mogu prikupiti putem registra ,European Galactosemia Network Registry’, u kojem aktivno sudjelujemo.

19. KONGENITALNA SPONDILO-EPIFIZNA DISPLAZIJA — OPERACIJSKO LIJECENJE VARUS
DEFORMACIJE ZGLOBA KUKA

Josip Vlai¢', Davor Boji¢'?, Darko Anticevic¢ %3

'0djel za dje¢ju ortopediju, Klinika za djecje bolesti Zagreb
2Fakultet Dentalne medicine i zdravstva Sveucilista Josip Juraj Strossmayer u Osijeku
3Specijalna bolnica “Sv. Katarina’, Zabok

Cilj: Kongenitalna spondilo-epifizna displazija (KSED) rijetka je autosomno dominantna genetic¢ka bolest. Vecina bolesnika
oboli zbog nove mutacije gena za kolagen tipa Il. (COL2AT). Na kostanom zglobnom sustavu dominira zahvacenost kraljezni-
ce i posljedi¢ni nizi (od 150 cm) rast. Dodatno glavno obiljezje tezeg oblika KSED-a je zakasnjela osifikacija glave bedrene
kosti i varusna deformacija proksimalnog femura — coxa vara (CV). Cilj rada je prikazati rezultate personaliziranog kirurskog
lijecenja obostranog CV-a u Cetvero bolesnika i istaknuti novinu u lije¢enju metodom kontroliranog rasta.

Metode: Pregledom medicinske dokumentacije u razdoblju od 2006. do 2016. godine nadeno je ¢etvero bolesnika (tri bole-
snice), koji su u dobiod 4 do 9,5 godina operirani na oba kuka zbog varus deformacije. U jednog bolesnika (dob 9,5 godina)
metoda kirurskog lijecenja je bila valgus korektivna osteotomija i unutrasnja fiksacija kutnom plo¢om. U tri bolesnice (dob: 4,
6+8mj. i 7 godina) primijenjena je novina u lijecenju - metoda kontroliranog rasta hemiepifiziodezom velikog trohantera
plocicom“8". Bolesnici su praceni klinicki, radioloski i tri puta s MRI-om. Vrijeme pracenja nakon prve operacije bilo je od 3 do
12 godina.

Rezultati: Dijagnoza je postavljena temeljem pracenja i fenotipa u troje bolesnika, a dodatno u jedne bolesnice genska ana-
liza je pokazala mutacju za gen COL2A1. Indikacija za operaciju je progresivna varus deformacija (kolodijafizarni kut ispod 100
stupnjeva), bolovi, ogranic¢ena abdukcija kukova, gegajuci hod te poremecen lordoti¢no spino-pelvi¢ni odnos u sagitalnoj
ravnini. U troje bolesnika bila je potrebna dodatna operacija. U jedne bolesnice, lije¢ene ploc¢icom 8" vrijeme pracenja je
prekratko za konacni zakljucak, ali nema znakova pogorsanja varusa i slabinska lordoza je smanjena. U jedne bolesnice meto-
da kontroliranog rasta nije dala dobar rezultat i slijedi valgus korektivna osteotomija. lako su dodatno operirani, dvoje bole-
snika je izljec¢eno: bolesnica nakon pracenja od pet godina i bolesnik pra¢en 12 godina koji je Olimpijski pobjednik u svojoj
kategoriji osoba nizeg rasta.

Zakljucak: KSED je rijetka bolest koja ima izrazeni utjecaj na zglob kuka. Kirurska korekcija je indicirana jer varus deformacija
proksimalnog femura ima progresivan prirodni tijek. Metoda kontroliranog rasta hemiepifiziodezom velikog trohantera uz
polocice “8" se, prema nasim rezultatima, pokazala dobra u bolesnika mladih od osam godina. No zbog moguénosti neuspi-
jeha lijecenja navedenom metodom, potrebno je znati korektivne ostetomije kuka koje se primarno primjenjuju u bolesnika
starijih od devet godina. Dobri dugoro¢ni ishodi lijec¢enja u bolesnika s KSED-om mogu se ocekivati kod personaliziranog
pristupa lijecenju.
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20. PRIKAZ DJECAKA S X-VEZANOM KRONICNOM GRANULOMATOZNOM BOLESTI:
OD PREZENTACIJE DO LIJECENJA

Marijana Odobasi¢', Slaven Abdovié, Martin Cuk?, Daniel Dilber®, Zoran Bahtijarevi¢*, Srdan Rogli¢*, Goran TeSovi¢®”,
Drago Batini¢®’, Jadranka Kelecic?, Alenka Gagro®”#

' Opca bolnica, Nova Gradiska

2 Klinika za pedijatriju, Klinika za djecje bolesti Zagreb

3 Klinika za pedijatriju, KBC Zagreb

4 Klinika za kirurgiju, Klinika za djecje bolesti Zagreb

5 Zavod za infektivne bolesti djece, Klinika za infektivne bolesti,Dr. Fran Mihaljevic¢*, Zagreb
¢ Odjel za imunologiju, Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb

7 Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

8 Medicinski fakultet Sveucilista u Osijeku

Cilj: Prikazati simptome, laboratorijsku obradu, geneticku analizu i lijecenje djecaka u kojeg je postavljena dijagnoza X-vezane
kroni¢ne granulomatozne bolesti s dobrom interdisciplinarnom i meduinstitucijskom suradnjom u nasoj zemlji. Kroni¢na
granulomatozna bolest je rijetka primarna imunodeficijencija koja nastaje zbog poremecaja u kompleksu nikotinamid dinu-
kleotid fosfat oksidaze (NADPH, od eng. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase complex), sto dovodi do neucin-
kovite baktericidne funkcije fagocita i poremecaja uklanjanja patogenih mikroorganizama. U vecine bolesnika bolest se
manifestira od rane Zivotne dobi infekcijama uzrokovanim odredenim vrstama uzroc¢nika kao $to su Staphylococcus aureus,
Serratia marcescens i aspergilus. Stvaranje granuloma, naj¢esce u respiratornom i mokra¢nom sustavu, cesta je komplikacija
ove primarne imunodeficijencije i obi¢no se manifestira i prije postavljene dijagnoze.

Metode i ispitanici: Drugi dan nakon rodenja nasem bolesniku postavljena je dijagnoza perimembranoznog ventrikularnog
septalnog defekta. Tijekom prvih nekoliko mjeseci zivota imao je vise infekcija respiratornog i mokra¢nog sustava, a dopun-
ska dijagnostika postavila je sumnju i na stenozu uretre i agenezu lijevog bubrega. Od mikrobioloski dokazanih infekcija imao
je bronhiolitis uzrokovan respiracijskim sincicijskim virusom, pneumoniju uzrokovanu Pseudomonasom aeruginosa i infekciju
mokra¢nih kanala uzrokovanu Klebsiellom pneumoniae. Primijenjena antimikrobna terapija prolazno je kontrolirala tegobe
dojenceta. U dobi od devet mjeseci zamijecena je najprije oteklina, potom i razvoj apscesa dorzuma desnog stopala, a mikro-
bioloskom analizom dokazana je Serratia marcescens. Prema anamnezi, vrstama tegoba djeteta i vrsti bakterija koje su uzro-
kovale dokazane infekcije postavljena je sumnja na primarnu imunodeficijenciju pa je obavljena obrada, ukljucujucii gene-
ticku analizu.

Rezultati: Imunoloska obrada u djecaka pokazala je leukocitozu, hipergamaglobulinemiju, uredan nalaz imunofenotipizacije
perifernih limfocita proto¢nom citometrijom i uredan nalaz testa proliferacije limfocita mitogenicima, te uredan komplement
(C3, C4, CH50). No respiracijski prasak u granulocitima analiziran proto¢nom citometrijom bio je odsutan u dojenceta, a u
njegove majke snizen za 70%. Na osnovi tog funkcijskog testa u inozemstvu je obavljeno sekvenciranje gena CYBB u djeteta
i njegove majke, te je nadena mutacija p.Arg91%, c.271C>T, koja dovodi do tzv. klasi¢ne X-vezanog CGD-a u djeteta, a majka
je heterozigot za ovu mutaciju. Prema preporukama, djetetu je uvedena antimikrobna profilaksa i rekombinantni interfe-
ron-gama te je proveden postupak za lijecenje transplantacijom kostane srzi, koja je i obavljena u nasoj zemlji krvotvornim
mati¢nim stanicama genotipski podudarnog nesrodnog davatelja devet mjeseci nakon postavljene dijagnoze.

Zakljucak: Opisani bolesnik pokazuje da se kritickom analizom tegoba, vrste infekcija, klinicke prezentacije i imunoloskih
testova dostupnih u nasoj zemlji moZe brzo postaviti sumnja na CGD i provesti lijec¢enje.

21. NEINVAZIVNO PRENATALNO TESTIRANJE (NIPT)

Vedrana Skaro*

* Genos DNA laboratorij, Zagreb

Od svog uvodenija u klini¢cku praksu 2011. godine neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT) fetalnih aneuploidija brzo se pri-
hvatilo kao napredna metoda probira Sirom svijeta. Danas je testiranje dostupno pod razli¢itim komercijalnim nazivima, $to
katkad dovodi do nedoumica koji od njih odabrati i zasto. Za odgovore na ta pitanja vazno je razumjeti osnovna nacela
sekvenciranja kojima se provode pojedini testovi te nacela analiza dobivenih podataka, kako bi se razumjele prednosti i
nedostatci svakog testa.
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Analiza se provodi iz uzorka krvi trudnice, odnosno iz plazme u kojoj se nalazi slobodni DNA (cfDNA). Tri platforme testiranja
cfDNA-a su sekvenciranje cijelog genoma (WGS), ciljano sekvenciranje (nepolimorfne i polimorfne regije - polimorfizam
jednog nukleotida (SNP)) i mikrocip. Klju¢na odrednica osjetljivosti NIPT-a je udio slobodnog fetalnog DNA-a (FF), koji je vari-
jabilan jer ovisi o vise ¢imbenika. Stoga je pouzdano mjerenje fetalnog udjela cfDNA-a osnova za pouzdanu interpretaciju
rezultata probira. Za svaki test je vazno znati koji je minimalni FF utvrden kao onaj do kojeg se rezultati testiranja mogu sma-
trati pouzdanim. Kod dizigotne blizanacke trudnoce vazno je odrediti FF za svakog blizanca.

Vjerojatnost da je neki pozitivan rezultat uistinu pozitivan, ovisi o pozitivnoj prediktivnoj vrijednosti testa (PPV). PPV testa
varira na temelju prevalencije odredenog sindroma u nekoj populaciji. Sto je prevalencija sindroma u populaciji rjeda, to je
nizi PPV, dok osjetljivost i specificnost ostaju nepromijenjeni.

Pri odabiru opcija testiranja treba uzeti u obzir klinicku relevantnost i PPV za pojedini sindrom. Odabir opcija ovisi i o tipu
trudnoce (jednoplodna ili viseplodna, prirodna ili IVF, donirana ili vlastita jajna stanica, zigotnost kod blizanacke trudnoce,
nestajudi blizanac). Takoder je vazno znati za $to je tocno validiran pojedini test (za sve sindrome ili samo neke koji se testiraju,
samo za prvi ili i za ostale trimestre, za trudnice svih dobnih skupina ili samo za neke dobne skupine, za op¢u populaciju
trudnica ili samo za trudnice rizi¢nih skupina) te koja su ogranic¢enja (mozaicizam, transplantacija, maligna bolest) kao i ¢im-
benici koji mogu utjecati na FF pa time i na ishod testiranja (tjedni trudnoce, prekomjerna tjlesna masa, antikoagulantna
terapija, transfuzija, terapija mati¢nim stanicama, imunoterapija). Kako bi se nakon dobivenih rezultata izbjegle potencijalne
nezeljene situacije, vazno je provesti savjetovanje trudnica prije i nakon testiranja. lako su komercijalni NIPT-i dostupni trud-
nicama i na osobni zahtjev, uputno je da li da se test provede prema preporuci ginekologa koji vodi trudnocu i koji ¢e uvidom
u cjelokupni status trudnoce procijeniti potrebu za provodenjem ovakve vrste testa te sugerirati opciju testa koja je najpo-
godnija za pojedinu trudnicu.

22. MARKER KROMOSOM - 1ZAZOV U PRENATALNOJ DIJAGNOSTICI: PRIKAZ SLUCAJEVA

Anita Barisi¢, Jadranka Vranekovié, lvana Babic¢ BoZovic, Bojana Brajenovic¢-Mili¢*

* Zavod za medicinsku biologiju i genetiku, Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci, Rijeka, Hrvatska

Cilj: Prekobrojni marker kromosomi (eng. small marker chromosomes - SMCs) ¢ine skupinu strukturno abnormalnih kromoso-
ma koji se pojavljuju u 0,075% prenatalnih slucajeva. Utvrdivanje podrijetla SMC-a u prenatalnoj dijagnostici vazno je za po-
stavljanje preciznog kariotipa koji ¢e pridonijeti genetickom informiranju. U 70% slucajeva SMCs nastaju kao posljedica de
novo mutacije, dok se preostali nasljeduju od majke ili oca. Ako se SMC naslijedi od roditelja, nije za ocekivati da ¢e njegova
prisutnost utjecati na promjenu fenotipa ploda/djeteta. S druge strane, de novo SMC moZe biti uzrok klinicke slike koja se
povezuje sa sindromima kao $to je izokromosom 18p ili sindrom Pallister-Killian. Konacan utjecaj na fenotip ovisit ¢e o postot-
ku mozaicizma te strukturi genetickog materijala. Bududi da se kromosomsko podrijetlo marker kromosoma ne moze odre-
diti GTG metodom oprugavanja kromosoma, za detekciju se primjenjuju metode molekularne citogenetike. Cilj rada je kroz
prikaz slucajeva s prekobrojnim marker kromosomom uputiti na vaZznost detekcije podrijetla SMC-a u prenatalnoj dijagnosti-
ciradi postavljanja preciznog kariotipa, korelacije s fenotipom te pravovaljanog geneti¢kog informiranja.

Metode: Analiza stanica plodove vode GTG metodom oprugavanja kromosoma i fluorescentne in situ hibridizacije.

Rezultati: Prikaz slucajeva sindroma Pallister-Killian (i[12p]), sindroma izokromosoma 18p (i[18p]) i familijarno naslijedenog
SMCidic(15;15)(q11.1;,911.1).

Zakljucak: lako su algoritmi za prenatalnu dijagnostiku SMC-a dobro razradeni, s obzirom na iznimnu heterogenost podrudja,
nekonzistentne ultrazvu¢ne biljege, mozaicizam i varijacije u klinickoj prezentaciji, svaki slucaj je izazov u prenatalnoj dijagno-
stici te ga je potrebno sagledati temeljito i multidisciplinarno.
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23. NAJNOVUJITRENDOVI U PODRUCJU HUMANE IDENTIFIKACIJE

Damir Marjanovi¢'?, Dubravka Havas', Jelena Sarac’, Sasa Missoni’, Dragan Primorac®*55

!Institut za antropologiju, Zagreb, Hrvatska

2 Internacionalni BURCH univerzitet, Sarajevo, BiH

3 Specijalna bolnica Sveta Katarina, Zagreb, Hrvatska

4 Medicinski fakultet, Sveuciliste u Spltu, Split, Hrvatska

> Medicinski fakultet Sveuciliste u Osijeku, Osijek, Hrvatska

¢ Eberly College of Science, The Pennsylvania State University, PA, USA

Cilj: Osnovni cilj izlaganja je prezentiranje dosadasnjih izazova, znanstvenih aktivnosti, ali i uspjeha hrvatskih i svjetskih znan-
stvenika u podrucju forenzi¢ne genetike, posebice u podrucju procesa humane identifikacije. Posebno ce biti elaborirane
metode koje bi u buduc¢nosti mogle znacajno unaprijediti ovaj proces.

Metode: Retrospektivnom analizom bit ¢e prikazan razvoj procesa identifikacije ljudskih ostataka, kako kroz znanstvene
radove, tako i kroz prikaz konkretnih forenzi¢nih slucajeva, ali i kroz analizu procesa identifikacija zrtava masovnih katastrofa
u regiji i u svijetu. Usporedno s tim usporedit ¢e se postojece znanstvene metode koje se primjenjuju u ovom znanstvenom
podrucju, kao i na trzistu prisutne tendencije buduceg razvoja procesa idntifikacije ljudskih ostataka, s posebnim osvrtom na
primjenu novih genetickih biljega u ove svrhe te primjenu najnovijih molekularno-bioloskih metoda poput fenotipizacije,
sekvenciranja buduce generacije te analize jednolinijskih (uniparentnih) biliega poput Y kromosoma i mitohondrijskog
DNA-a.

Rezultati: Bit ¢e prikazani konkretni rezultati identifikacija Zrtava rata u regiji, identificiranja Zrtava iz prijasnjih sukoba, ali i
primjena ovih metoda u procesu analize kosturnih ostataka koji se mogu tretirati kao arheoloski. Poseban osvrt ¢e biti usmje-
ren na analizu rezultata postignutih u forenzi¢nim istragama visokodegradiranog DNA-a izoliranog iz kosturnih ostataka $to
su bili izloZeni znac¢ajnom negativhom utjecaju vanjske sredine, koji je bitno utjecao na uspjesnost primjene standardnih
metoda forenzi¢ne DNA analize.

Zakljucak: Proces forenzi¢ne DNA analize je zabiljeZio znacajan napredak u protekla dva desetlje¢a. Uspjesnost standardnih
prethodnih antropoloskih metoda u procesu identifikacije bio je znacajno umanjen kad su u pitanju analize veceg broja
kosturiziranih ljudskih ostataka, poput onih pronadenih u masovnim grobnicama u Hrvatskoj i u susjedstvu. S tim u vezi bilo
je nuzno razviti potpuno novi pristup analize te znacajno utjecati na uspjesnost provodenja DNA analize kosturnih ostataka.
Usporedno s tim biljeZi se stalni znanstveni napredak u ovom podrudju i u ovom se trenutku radi na razvijanju veceg broja
metoda koje bi trebale unaprijediti dosad postojeca znanja i rezultate u ovoj znanstvenoj grani.

24. ZACETAK | SMJER RAZVOJA FORENZICNE GENOMIKE U CFIIV-U “IVAN VUCETIC”

Marina Korolija’, Viktorija Sukser’, Sara RoZi¢', Lucija Barbari¢'

"Ministarstvo unutarnjih poslova Republike Hrvatske, Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjestacenja ,Ivan Vucetic”,
Ilica 335, 10 000 Zagreb

Tehnologija masivnog paralelnog sekvenciranja (MPS) revolucionarizirala je sva podrucja temeljnih i primijenjenih znanosti
kojima je u fokusu analiza sekvence nukleinskih kiselina. U tom smislu treba unaprijediti vjestacenje bioloskih tragova prila-
godbom naprednih metoda potrebama forenzike. Buduci da nova tehnologija nema ogranic¢enja u broju simultano analizi-
ranih DNA biljega po uzorku, forenzi¢ni stru¢njaci ¢e u buduénosti biti suoceni sa sve kompleksnijim analizama. Stoga je CFIIV
Jvan Vuceti¢” prepoznao vaznost stasanja DNA stru¢njaka nove generacije, koji ¢e ovladati eksperimentalnim protokolima,
bioinformatickim alatima za obradu podataka te interpretacijom rezultata u kontekstu predmeta vjestacenja, s kona¢nim
ciliem potpune implementacije MPS-a u rutinsku praksu.

Prva implementirana metoda temeljena na MPS tehnologiji je sekvenciranje humanog mitohondrijskog genoma iz visoko-
kvalitetnih uzoraka krvi i oralnog epitela. Priprema biblioteka za sekvenciranje temelji se na tagmentaciji (enzimsko cijepanje
uz dodavanje adapterskih oligonukleotida) mtDNA amplikona duljine 9,1 11,2 kb te PCR-u kojim se dodaju oligonukleotidi
nuzni za sekvenciranje po sintezi (Nextera® XT Library Preparation, Illumina®). Biblioteke se procjenjuju kvantitativno i kvalita-
tivno pomocu DNA High Sensitivity kita na instrumentu LabChip® GX Touch HT (PerkinElmer®), spajaju u jedinstveni uzorak te

sekvenciraju pomocu MiSeq® Reagent v2 kita na MiSeqFGx® instrumentu (lllumina®). Za analizu podataka se primjenjuju:
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lllumina® BaseSpace® aplikacije (mtDNA Variant Processor v.1.0 i mtDNA Variant Analyzer v.1.0), HaploGrep2 v.2.1.1 i PhyloTree
Build 17.

Sekvenciranjem 300 mtDNA nesrodnih hrvatskih drzavljana dobiveni su visokokvalitetni podatci (>Q30 za >92% svih sekven-
ciranih baza), srednje pokrivenosti po uzorku 6512+910x. U hrvatskoj populaciji su najzastupljenije makrohaplogrupe H
(36%) te U (23%) s podogrankom K (6%). Slijede makrohaplogrupe HV iV (10%), J (8%) i T (8%). Makrohaplogrupe D, RO, X, |,
N1 iW imaju frekvencije u rasponu od 1-2%, dok je ogranak A zastupljen s jednim uzorkom. Frekvencije glavnih haplogrupa
definiraju hrvatsku populaciju u kontekstu matrilineranog biljega kao tipi¢no europsku. Neki od kandidata za prijedlog novih
ogranaka u globalnom filogenetskom stablu mtDNA su pronadeni u haplogrupama 15, H47, H55b i U2e2a1d. Ukupno 28%
uzoraka ima tockastu heteroplazmiju visu od 10%. Razvoj bioinformatickog protokola za detekciju heteroplazmija ispod 10%
je u tijeku.

Ovim radom je formirana referentna zbirka sekvenci cijelih mtDNA genoma recentne hrvatske populacije, koja ¢e se rabiti
prvenstveno za statisticke procjene ucestalosti haplogrupa u predmetima vjestacenja. Sekvence ¢e biti pohranjene u global-
noj forenzi¢noj bazi podataka mtDNA-3, ¢ime e se nadmasiti postojeci broj profila dobivenih sekvenciranjem cijelih mole-
kula mtDNA-a. Zbirka ce takoder biti od nemjerljivog znacenja za podruc¢ja molekularne antropologije i molekularne medici-
ne, osobito u lokalnom kontekstu.

25. ANALIZA 12 X-STR MARKERA U POPULACII HRVATSKE | PRIMJENA U FORENZICI

Gordan Mrsic'?, Petar Ozretic, Josip Crnjac* Sinisa Merkas'?, Sara RoZic¢'?, Viktorija Sukser'?, lvana Racic'?,
Lucija Barbari¢'?, Maja Popovic, Marina Korolija'?

'Centar za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjestacenja, lvan Vucetic¢’, Zagreb, Hrvatska
2Ured za forenzi¢ne znanosti, Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

3Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb, Hrvatska

4Sveuciliste u Splitu, Sveucilisni odjel za forenzi¢ne znanosti, Split, Hrvatska

Veterinarski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Cilj: U populaciji Hrvatske analizirati 12 STR (eng. short tandem repeats) markera na X kromosomu i odrediti alelne frekvencije
svih ispitivanih lokusa. Izracunati forenzi¢ne parametre i usporediti sli¢nosti hrvatske s populacijama u svijetu te izraditi refe-
rentnu bazu podataka za Centar,lvan Vuceti¢”

Metode: Izolacija DNA-a je napravljena iz prikupljenih briseva bukalne sluznice ili FTA kartica 995-ero osoba, primjenjujuci
otopinu Chelex 100 i validirani protokol. Svi su uzorci kvantificirani primjenom qRT-PCR i odredena je koncentracija DNA-a. Za
umnozavanje DNA-a primijenjen je komercijalno dostupni multipleks Investigator® Argus X-12 Kit $to umnoZava 12 lokusa na
X kromosomu koji su razdijeljeni u 4 povezane skupine (Linkage group): LG1 (DXS510148, DXS10135, DXS8378), LG2 (DXS7132,
DXS10079, DXS10074), LG3 (DXS10103, HPRTB, DXS10101), i LG4 (DXS10146, DXS10134, DXS7423). Rezultati PCR reakcije
su analizirani na uredaju za kapilarnu elektroforezu 3500 Genetic Analyzer. Prikupljeni podatci su analizirani pomocu
GeneMapper ID-X. Statistickom analizom izracunati su populacijski i forenzicki parametri te je usporedena populacija Hrvat-
ske s objavljenim podatcima za 13 drzava Europe.

Rezultati: Najinformativniji marker u populaciji je markerDXS10135, na kojem je ukupno detektirano 35 alela (PIC=0.93), od
kojih je najucestaliji alel 25 (f=0.103). Marker DXS8378 je najmanije informativan, jer sadrZi samo 7 alela, a zbroj frekvencija 3
najucestalija alela (10, 11 12) iznosi 0.949. U muskoj populaciji su svi parovi markera unutar povezanih skupina testirani za
neuravnotezeno vezivanje koje je potvrdeno za sedam parova markera. Izracunati forenzi¢ni parametri kao $to su snaga
iskljucivanja, snaga diskriminacije upucuju na to da se analizirani markeri mogu rabiti u forenzi¢nim slucajevima za potrebe
identifikacije osoba s vrlo visokom pouzdanoscu. Usporedba frekvencija haplotipova u hrvatskoj populaciji sa 13 europskih
populacija nije pokazala nikakve statisticki znacajne razlike.

Zakljucak: Analiza X-STR markera na uzorku od 995-ero rodbinski nepovezanih osoba je pokazala da se navedeni kit sa 12
markera moze primjenjivati u svakodnevnom radu forenzi¢nog laboratorija. Istrazivanje je takoder pokazalo visoku stopu
mutacija na markeru DXS10079 kod kojeg je zabiljeZeno najvise bialelnih varijanti u muskoj populaciji i trialelnih varijanti u

zenskoj.
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26. ASOCIJACIJSKA STUDIJA KARDIOMETABOLICKIH TRAGOVA NA RAZINI CIJELOG EPIGENOMA
U POPULACIJI JADRANSKIH OTOKA

Liang Niu', Scott Langevin’, Ricky Leung’, Ge Zhang', Roman Jandarov', Mario Medvedovic', Shuk-Mei Ho',
Aimin Chen’, Jelena Sarac? Tonko Cari¢?, Matea Zajc Petranovi¢, Dubravka Havas Augustin?, Luka Bo¢kor?,
Sasa Missoni?, Pavao Rudan? Ranjan Deka’

' Department of Environmental Health, University of Cincinnati College of Medicine, USA
2Institut za antropologiju, Zagreb, Hrvatska

Cilj: Cjelogenomske asocijacijske studije (GWAS) dosada su identificirale stotine ucestalih varijanti gena povezanih s
kompleksnim tragovima, medutim te varijante mogu objasniti samo maniji dio fenotipske raznolikosti. U posljednje vrijeme
sve vise paznje usmjereno je na ulogu epigeneticke varijabilnosti u etiologiji kompleksnih bolesti. Otkrivanje temeljnih gene-
tickih i epigenetickih ¢imbenika koji pridonose pove¢anom riziku razvoja kardiometaboli¢kih poremecaja moze znacajno
pridonijeti razvoju novih strategija prevencije i terapije navedenih poremecaja. U ovom istraZivanju proveli smo iscrpnu
asocijacijsku studiju na razini cijelog epigenoma (EWAS) koriste¢i longitudinalne uzorke sakupljene u razmaku od 10 godina
i integrirali ih s prethodno provedenom GWAS studijom metabolickih tragova populacije isto¢nojadranskih otoka Hrvatske.
Glavni cilj rada je utvrditi epigeneticke cimbenike koji stoje u podlozi nastanka kardiometaboli¢kih poremecaja u navedenoj
populaciji.

Metode: Postavili smo sliedece hipoteze: (1) stabilne epigeneticke oznake definiraju razvojnu putanju kardiometabolickih
tragova; (2) dinamic¢ne oznake koje se mijenjaju tijekom Zivota ovisno o unutarnjim bioloskim procesima i egzogenim streso-
rima pridonose razvoju kardiometaboli¢kih poremedaja kasnije u Zivotu; i (3) te epigeneticke oznake u interakciji sa genetic-
kom raznolikos¢u utjecu na varijabilnost fenotipa. Za testiranje hipoteza iskoristili smo postojecu bazu od >1,400 uzoraka koja
sadrzi fenotipske, okolisne, DNA i GWA podatke prikupljenu na otoku Hvaru 2007.-2008. godine te ponovo uzorkovali >700
osoba iz prethodne studije 10 godina kasnije (2017.). Takoder smo proveli EWAS koriste¢i novorazvijeni EPIC 850K BeadChip
methylation array na uparenim uzorcima u dvije viemenske tocke kako bi procijenili metilacijske uzorke i proveli integrativnu
cjelogenomsku i cjeloepigenomsku analizu kako bi istraZili njihov zajednicki utjecaj na varijabilnost tragova pomocu pristupa
sistemske biologije.

Rezultati: Nakon provodenja asocijacijske studije kardiometaboli¢kih tragova na razini cijelog epigenoma te integrativne
cjelogenomske i cjeloepigenomske analize otkriven je relativno malen medijan beta-vrijednosti metilacijskih uzoraka tijekom
10 godina.

Zakljucak: Preliminarno istrazivanje temeljeno na nasumi¢no odabranih 112 parova (N=224) uzoraka pokazuju da je medijan
beta-vrijednosti metilacijskih uzoraka tijekom 10 godina relativno malen $to sugerira da su pronadene epigeneticke oznake
stabilne znacajke kardiometabolickih tragova.

Financirano od strane NIH, projekt broj R56HL128493.
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