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SAZETAK. Sekvenciranje cijeloga genoma (eng. Whole genome sequencing — WGS) postaje sve zastupljeniji
geneticki dijagnosticki test u svakodnevnoj klinickoj praksi. Inicijativa za medicinski genom (eng. Medical Genome
Initiative — MGI), prepoznala je WGS kao prioritetnu dijagnosticku metodu za otkrivanje rijetkih genetskih bolesti.
Jedna od klju¢nih prednosti WGS-a u odnosu na sekvenciranje cijelog egzoma (eng. Whole exome sequencing —
WES) jest mogucnost analize nekodirajucih dijelova genoma, koji Cine oko 98,5% nase DNA, a sadrZe ponavlja-
juce sekvence, sekvence koje kodiraju za nekodirajuce molekule RNA, te brojne requlatorne elemenate kljucne za
kontrolu genske ekspresije. Primjena WGS-a ima znacajan potencijal u pedijatriji i budu¢nost je dijagnostike
genetskih bolesti u djece. Implementacija WGS-a u rutinsku pedijatrijsku praksu pruza nove mogucnosti za razvoj
personalizirane medicine i poboljSanje zdravlja djecje populacije, ukljucujucii preventivno djelovanje radi sprjeca-
vanja razvoja multifaktorijalnih bolesti poput dijabetesa, astme i pretilosti. U farmakogenomici, WGS omogucuje
personalizirano doziranje lijekova na temelju genetickog profila, smanjujuci nuspojave i povecavajuci ucinkovitost
terapije. U podruju djecje onkologije, WGS omogucuje, pravodobnu dijagnostiku, personaliziranu terapiju i pra-
Cenje napredovanja maligne bolesti. Kontinuirani razvoj tehnologije sekvenciranja genoma i smanjenje troskova
omogucit ce sve vecu dostupnost i primjenu WGS-a u svakodnevnoj klinickoj praksi te otvoriti nove mogucnosti
za individualiziranu medicinu i poboljanje zdravlja dje¢je populacije.

SUMMARY. Whole Genome Sequencing (WGS) is becoming a genetic diagnostic test of choice in everyday
clinical practice. The Medical Genome Initiative (MGI) has recognized WGS as a priority diagnostic method for
detecting rare genetic diseases. One key advantage of WGS over Whole Exome Sequencing (WES) is its ability to
analyze non-coding regions of the genome, which make up approximately 98.5% of our DNA. These regions
contain repetitive sequences, sequences that encode non-coding RNA molecules, and numerous requlatory ele-
ments crucial for controlling gene expression. The application of WGS holds significant potential in pediatrics and
represents the future of genetic disease diagnosis in children. Implementing WGS into routine pediatric practice
offers new possibilities for personalized medicine and improving the health of the pediatric population, including
preventive interventions to avoid the development of multifactorial diseases such as diabetes and obesity. In
pharmacogenomics, WGS enables personalized drug dosing based on a person’s genetic profile, reducing side
effects and increasing treatment effectiveness. In the field of pediatric oncology, WGS allows for personalized
therapy and monitoring of tumor progression. Continued advancements in genome sequencing technology and
cost reduction will increase the availability and application of WGS in clinical practice, opening new avenues for
individualized medicine and enhancing the health of the pediatric population.

Cjelogenomsko sekvenciranje (eng. Whole genome
sequencing - WGS) ima potencijal za zamijenu vecine
ostalih oblika DNA testiranja te je sve zastupljeniji kao
geneticki dijagnostic¢ki test prvog izbora u svakodnev-
noj klinickoj praksi. Sukladno preporukama konzor-
cija vodecih zdravstvenih i istrazivackih organizacija u
SAD-u i Kanadi, Inicijative za medicinski genom (eng.
Medical Genome Initiative — MGI), kao i europske ini-

cijative EuroGentest, sekvenciranje cijeloga genoma
(WGS) prioritetna je dijagnosticka metoda za otkriva-
nje rijetkih genetskih bolesti.!* Kako bi se olaksalo $ire
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SLIKA 1. POSTUPAK NGS (ENG. NEXT-GENERATION SEQUENCING) UKLJUCUJE VISOKOPROTOCNO PARALELNO SEKVENCIRANJE
MOLEKULA DNA 1LI RNA, oMOGUCUJUCI RAZLICITE PRIMJENE POPUT SEKVENCIRANJA CIJELOGA GENOMA (WGS), SEKVENCIRANJA
EGZOMA (WES), ANALIZE TRANSKRIPTOMA, EPIGENOMA I DRUGIH. SLIKA POKAZUJE USPOREDBU WGS-A, WES-A TE TESTIRANJE

POJEDINACNIH PANELA GENA I NJIHOVE TEHNICKE MOGUCNOSTI.

FIGURE 1. THE NGS (NEXT-GENERATION SEQUENCING) PROCESS INVOLVES THE HIGH-THROUGHPUT PARALLEL SEQUENCING OF DNA
OR RNA MOLECULES, ENABLING VARIOUS APPLICATIONS SUCH AS WHOLE-GENOME SEQUENCING (WGS), EXOME SEQUENCING (WES),
TRANSCRIPTOME AND EPIGENOME ANALYSIS, AND MORE. THE FIGURE ILLUSTRATES A COMPARISON OF WGS, WES, AND SINGLE-GENE

PANEL TESTING AND THEIR TECHNICAL CAPABILITIES.

usvajanje sekvencioniranja cijeloga genoma u klini¢-
koj praksi, MGI je formirala radnu skupinu zaduzenu
za izdavanje smjernica za vrjednovanje te usvajanje
najbolje klinicke prakse u interpretaciji i izvjes¢ivanju
o klinickom WGS-u kao sveobuhvatnom dijagnostic-
kom genetickom testu.” Sukladno navedenom, 5. srp-
nja 2023. godine i Predsjednistvo Hrvatske akademije
znanosti i umjetnosti poduprlo je Strategiju razvoja
primijenjene genomike u Hrvatskoj koju je donio
Odbor za primijenjenu genomiku HAZU-a.
Najznacajniji korak u povijesti WGS-a bio je Projekt
jjudskoga genoma (eng. Human Genome Project —
HGP). HGP je pokrenut 1990. godine i omogucio je,
kao medunarodni projekt, potpuno mapiranje ljudsko-
ga genoma. Projekt je uspjesno zavrSen 2003. godine
omogucivsi prekretnicu u molekularnoj biologiji i me-
dicini, kao i osnovu za dalji razvoj tehnologija WGS-a.?
Danas, brzi napredak tehnologije sekvenciranja sljedece
generacije (eng. Next-generation sequencing — NGS),
otvara nove mogucnosti u pedijatrijskoj praksi, a jedna
od najvaznijih metoda upravo je sekvenciranje cijeloga
genoma. Nove metode za WGS, poput sekvenciranja
nanoporama (eng. Oxford Nanopore Technologies),
omogucuju detaljnu analizu preko 3 milijarde (10°) pa-
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rova baza koje sacinjavaju ljudski genom, ali usporedo
omogucuju i analizu ljudskog epigenoma.* Ovakav
multi-OMICS pristup vazan je za napredak i razvoj per-
sonalizirane medicine 21. stoljeca.

Jedna od klju¢nih prednosti WGS-a u odnosu na
sekvenciranje cijelog egzoma (eng. Whole exome sequ-
encing - WES) jest moguc¢nost analize nekodiraju¢ih
dijelova genoma (Slika 1). Nekodiraju¢a DNA sadrzi
razli¢ite komponente uklju¢ujuéi ponavljajuce sekven-
ce (telomere, centromere, satelitna DNA), sekvence
koje kodiraju za razlicite tipove nekodiraju¢ih RNA
molekula te brojne regulatorne elemenate (promotori,
pojacivaci (eng. enhancers) i utisivaci (eng. silencers).”¢
Nekodiraju¢e molekule RNA te regulatorni elementi
imaju klju¢nu ulogu u kontroli ekspresije gena. Ova su
podrudja genoma posebno vazna u razumijevanju
multifaktorijalnih genetskih bolesti u djece.” WGS
omogucuje detaljnu analizu nekodirajucih regija, to
pruza mogucnost identifikacije varijanti koje mogu
utjecati na regulaciju gena i razvoj bolesti.®

Klini¢ka analiza genoma moze se podijeliti u tri
faze: primarnu, sekundarnu i tercijarnu analizu. Pri-
marna analiza obuhvaca tehnicke komponente se-
kvenciranja sljedece generacije, ukljucujuci ekstrakci-



Cjelogenomsko sekvenciranje P. Brlek, D. Primorac

ju DNA, pripremu biblioteke te preliminarnu kontrolu
kvalitete uzorka. Sekundarna analiza ukljucuje bioin-
formaticku obradu podataka dobivenih sekvencira-
njem, ukljuc¢ujudi sravnjenje (eng. alignment) dobive-
ne sekvence sa sekvencom referentnog humanog ge-
noma te dodatne racunalne operacije koje korigiraju
mogucnost pogresaka tijekom analize.” Na kraju, ter-
cijarna analiza obuhvaca interpretaciju varijanti, uk-
lju¢ujuci oznacavanje, filtriranje, i klinicku klasifika-
ciju varijanti, tumacenje nalaza te izradu medicinskog
nalaza genetickog testa. Razmatranje ovoga pregled-
nog rada obuhvatit ¢e tercijarnu analizu, odnosno kli-
nicku interpretaciju i primjenu WGS-a u pedijatriji.

Nekodiraju¢i dijelovi genoma
u dijagnostici rijetkih bolesti

Nekodiraju¢i dijelovi genoma, koji ¢ine oko 98,5%
nase DNA, dugo su smatrani “sme¢em” genoma jer
nisu kodirali za proteine. Medutim, napretkom tehno-
logije NGS-a te zavrsetkom HGP-a sve je vise istrazi-
vanja potvrdivalo da nekodiraju¢i dijelovi genoma
imaju klju¢nu ulogu u regulaciji gena i mogu imati
znatan utjecaj na nastanak bolesti® Upravo WGS
pruza mogucnost otkrivanja varijanti u nekodiraju¢im
regijama, Sto otvara nove perspektive u razumijevanju
nastanka genetskih bolesti u djece.” Cjelogenomskom
analizom moguce je otkriti uzrok rijetkih nasljednih
bolesti, uklju¢uju¢i mitohondrijske bolesti, neuroloska
stanja, metabolicke bolesti, hematoloske poremecaje,
poremecaje u razvoju kostiju i mekih tkiva te otkriva-
nje rizika za nastanak multifaktorijalnih bolesti poput
$ecerne bolesti i pretilosti u djece.”” S obzirom na kon-
tinuiranost novih znanstvenih spoznaja, sekvenciranje
cijeloga genoma daje moguénost otkrivanja novih
genskih promjena koje mogu dovesti do bolesti. Tako-
der, omogucuje prevenciju i pravodobno lijecenje
zdravstvenih problema koji nisu bili inicijalni razlog
testiranja." Ovakva proaktivna briga o zdravlju, u
kontekstu preventivne medicine ve¢ u djecjoj dobi,
pruza bolje ishode lijecenja, a pacijentima jam¢i pre-
venciju nastanka bolesti, na vrijeme, prije pojave od-
maklih stadija bolesti s otezanim lije¢enjem.'*"!

Mutacije u regulatornim elementima nekodirajucih
regija genoma dovode do promjena u ekspresiji gena,
$§to moze imati znatan utjecaj na fenotipske manifesta-
cije i razvoj bolesti. Primjerice, mutacije u pojacivaci-
ma (eng. enhancers) mogu utjecati na vezanje trans-
kripcijskih faktora i promijeniti razinu ekspresije
odredenih gena, $to rezultira razvojem bolesti.’* Ot-
krivanje varijanti u regulatornim regijama putem
WGS-a pruza mogucénost identifikacije novih varijanti
kao uzroka genetskih bolesti u djece, kod kojih dosa-
dasnje analize nisu uspjele dokazati uzrok u kodiraju-
¢oj DNA. Identificiranje specifi¢nih varijanti u regula-
tornim elementima omogucuje bolje razumijevanje
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molekularnih mehanizama koji su u osnovi bolesti. To
moze dovesti do otkri¢a novih terapijskih ciljeva i raz-
voja novih terapijskih strategija.”* Dodatno, genske va-
rijante u nekodiraju¢im regijama mogu imati implika-
cije za razumijevanje slozenih genetskih bolesti koje
ukljuc¢uju interakciju vise gena i okolisnih faktora. Pri-
mjerice, promjene u specifiécnim genima mogu pove-
¢ati osjetljivost na odredene okolisne ¢imbenike, kao
$to je prijemcljivost za infekcije (poput infekcije H.
pylori), $to moze rezultirati povecanim rizikom za na-
stanak multifaktorijalnih bolesti poput Zelu¢anog ul-
kusa i razvoja karcinoma Zeludca."

WGS pruza mogucnost detaljne analize nekodiraju-
¢ih regija genoma i otkrivanja genskih varijanti koje se
nalaze izvan kodirajucih sekvenci. Napredak u tehno-
logiji sekvenciranja i bioinformatickih alata omoguc¢u-
je sve precizniju i pouzdaniju identifikaciju ovih vari-
janti, a integracija ovih podataka s drugim klini¢ckim
informacijama moze pruziti holisticki pristup u razu-
mijevanju genetskih bolesti kod djece.”

Farmakogenomika u pedijatriji

U pedijatriji su za postizanje optimalne terapijske
ucinkovitosti i smanjenje nuspojava klju¢ni ¢imbenici
pravilno doziranje lijekova i individualizirana terapija.
Upravo u tom kontekstu, WGS ima znacajnu primjenu
u podru¢ju farmakogenomike. Farmakogenomika
(PGx) omogucuje utvrdivanje rizika od nezeljenih re-
akcija na lijekove ili njihove neucinkovitosti.'® Naime,
mnoge studije jasno upucuju na to da su razlicite vari-
jante gena povezanih s lijekovima (farmakogeni) po-
vezane s razli¢itim ishodima lijecenja i $tetnim nuspo-
javama lijekova. Mogu¢nost postojanja genske varijan-
te koja bi mogla rezultirati gubitkom funkcije u farma-
kogenima iznosi ¢ak 93% za svaku osobu.'*'® Stoga,
identifikacija genskih varijanti povezanih s metaboliz-
mom lijekova utjece na propisivanje lijekova, omo-
gucujuci odabir pravog lijeka i doze, ¢ime se mogu
smanjiti potencijalni nezeljeni ucinci ili terapijska ne-
ucinkovitost.”® Primjena cjelogenomskog testiranja u
podrudju farmakogenomike u klinickoj praksi konti-
nuirano raste, otvarajuci put otkrivanju novih varijanti
farmakogena te omogucuje personalizirano, farmako-
genomski vodeno lijecenje.

WGS omogucuje detaljnu analizu genetickog profila
djeteta i identifikaciju genskih varijanti koje su pove-
zane s metabolizmom lijekova. Ove varijante mogu
utjecati na aktivnost enzima, transportera i receptora
koji sudjeluju u metabolizmu lijekova, $to rezultira
razli¢itim brzinama metabolizacije i individualnim
odgovorom na terapiju."” Na temelju informacija dobi-
venih WGS-om, moguce je personalizirati doze lije-
kova za svako dijete kako bi se postigla optimalna kon-
centracija lijeka u tijelu i postigao najbolji moguci te-
rapijski ucinak. Specifi¢ne genske varijante u djeteta
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utjeu na brzinu metabolizma lijeka ili na njegovu in-
terakciju s drugim tvarima u tijelu. Bez poznavanja
ovih genetickih informacija, postoji rizik od smanje-
nog djelovanja lijeka ili pojave nuspojava lijeka. Perso-
nalizacija doziranja lijekova na temelju WGS-a omo-
gucuje preciznije prilagodavanje terapije i minimizira-
nje rizika za nastanak nuspojava u djece.”” Osim toga,
WGS takoder moze identificirati genetske varijante
koje su povezane s nepozeljnim reakcijama na odre-
dene anestetike, poput rizika za malignu hipertermiju
kod mutacija u genima CACNAIS, RYRI i STAC3.
Neki pacijenti mogu biti geneticki predisponirani za
nastanak maligne hipertermije za vrijeme ili ubrzo
nakon operacije.”’ Identifikacija varijanti u kodirajucoj
DNA te varijantama u regulatornim regijama navede-
nih gena putem WGS-a omogucuje prilagodbu aneste-
tika kako bi se izbjegle potencijalne komplikacije uk-
lju¢ujuéi multiorgansko zatajenje i smrt u djece s rizi-
kom za malignu hipertermiju.

WGS omogucuje rano otkrivanje genetskih varijanti
koje mogu utjecati na metabolizam lijekova, ¢ime se
omogucuje prilagodavanje doza lijekova tijekom rasta
i razvoja, ali i kasnije, u odrasloj dobi. Dodatno, pri-
mjena WGS-a u farmakogenomici omogucuje identi-
fikaciju genetskih varijanti u regulatornim regijama
koje mogu utjecati na individualni odgovor djeteta na
terapiju i odrediti izbor odgovarajucih lijekova.” Ova
personalizacija terapije moze biti od posebnog znace-
nja u slucaju djece s ozbiljnim genetskim bolestima ili
u onkoloskim stanjima, gdje je optimalna terapija pre-
sudna za postizanje pozitivnog ishoda lijecenja.

Nasljedne i multifaktorijalne bolesti
u pedijatriji

Personalizirana medicina i preventivne strategije za
multifaktorijalne bolesti u djece najdinami¢nija su i
najinovativnija polja medicine za razvoj pedijatrije.
Multifaktorijalne bolesti u djece ukljuc¢uju Sirok spek-
tar stanja poput dijabetesa, astme, pretilosti i onkolos-
kih bolesti, a njihov razvoj rezultat je slozene interak-
cije genetickih i okoli$nih ¢imbenika.”** Analiza ge-
noma putem WGS-a omogucuje identifikaciju varijan-
ti u genima, ali i nekodiraju¢im regijama koje su
povezane s multifaktorijalnim bolestima. Ove genske
varijante mogu biti tockaste mutacija, polimorfizmi
gena (eng. Single nucleotide polymorphisms — SNP) ili
promjene broja kopija gena (eng. Copy number va-
riation — CNV).* Na temelju informacija dobivenih
WGS-om, mogu se provesti preventivne mjere kako bi
se smanjio rizik od nastanka bolesti. Jedna od najvaz-
nijih intervencija jest promjena u stilu Zivota, ukljucu-
juéi prehranu, tjelesnu aktivnost, izbjegavanje $tetnih
navika poput pusenja i konzumacije alkohola. Primje-
rice, ako se u djeteta identificira genska varijanta pove-
zana s povecanim rizikom za razvoj pretilosti i meta-
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bolickog sindroma, potrebno je planirati strategije
prehrane kako bi se smanjila vjerojatnost razvoja pre-
tilosti kod djeteta.?” Pretilost u djece ozbiljan je global-
ni zdravstveni problem koji se povecava posljednjih
desetljeca, a moze dovesti do dugoro¢nih zdravstvenih
komplikacija ukljucujuci dijabetes, sréane bolesti i psi-
hicke poremecaje. Istrazivanja pokazuju iznimnu vaz-
nost analize nekodiraju¢ih dijelova DNA u utvrdiva-
nju nutrigenetickog profila koji omogucuje personali-
ziranu prehranu prilagodenu genetickom profilu paci-
jenta.® Ovom analizom moguce je utvrditi koje se
hranjive tvari unesene hranom ili suplementacijom
metaboliziraju normalno, a koje se hranjive tvari me-
taboliziraju usporeno ili je njihov metabolizam one-
mogucen. Literatura upucuje na ¢injenicu da je naju-
Cestalija pojavnost iznenadne sréane smrti u dobi od
16 do 20 godina, a pravodobna dijagnostika s pomoc¢u
analize cijeloga genoma mozZe znatno utjecati na pro-
mjenu paradigme vezano za postojece dijagnosticke i
terapeutske kriterije.”

WGS omogucuje pracenje djece s identificiranim ge-
netickim rizikom i ranu intervenciju. Redovito pracenje
zdravstvenog stanja u djeteta uz provodenje specifi¢nih
testova i klinickog pregleda, moze otkriti rane znakove
bolesti ili odstupanja od urednih parametara. Vazno je
istaknuti da WGS nije samo alat za identifikaciju gene-
tickog rizika vec i za razumijevanje molekularnih meha-
nizama koji se nalaze u osnovi multifaktorijalnih bole-
sti. Analiza varijanti gena i nekodirajucih regulatornih
dijelova genoma omogucuje otkrivanje bioloskih pute-
va i mehanizama koji su ukljuceni u razvoj bolesti. Ove
spoznaje mogu biti od iznimne vaznosti za razvoj novih
terapijskih ciljeva i strategija prevencije.*’

Primjena WGS-a u prevenciji nastanka multifakto-
rijalnih bolesti u djece otvara nove mogu¢nosti za in-
dividualiziranu medicinu. Identifikacija genetskih va-
rijanti povezanih s poveanim rizikom omogucuje
provodenje preventivnih mjera, promjena u nacinu
zivota i ranu intervenciju kako bi se smanjio rizik od
bolesti.*> Kombinacija genetskog profila, klinicke pro-
cjene i informacija o okolisnim ¢imbenicima omogu-
¢uje holisticki pristup u prevenciji i upravljanju sma-
njenjem rizika za multifaktorijalne bolesti u djece.
Osim toga, na temelju dosadasnjeg klinickog iskustva
Centra za genetiku i personaliziranu medicinu Speci-
jalne bolnice Sv. Katarina, gdje su do sada klinicki in-
terpretirani rezultati WGS-a u preko 400 pacijenata,
namece se cjelogenomsko sekvenciranje kao potreba
ne samo zbog potvrde dijagnoze bolesti i razumijeva-
nja mehanizma nastanka bolesti vec¢ i zbog terapeut-
skog pristupa.®**

Primjena WGS-a u djecjoj onkologiji

Djecja onkologija izazovno je podrucje medicine
koje zahtijeva sveobuhvatan i individualiziran pristup
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lije¢enju. Svaki slucaj djecjeg tumora na molekularnoj
razini jedinstven je i zahtijeva detaljnu analizu gene-
tickog profila tumora kako bi se pruzila personalizira-
na terapija i postigao najbolji moguci ishod lijecenja.*!
Upravo u tom kontekstu WGS ima klju¢nu ulogu.
WGS omogucuje cjelovitu analizu tumorskog geno-
ma, §to rezultira detaljnim uvidom u mutacije prisutne
u tumorskim stanicama. Identifikacija specifi¢nih ge-
netskih varijanti povezanih s pojedina¢nim slucajevi-
ma dje¢jih tumora omogucuje preciznu dijagnostiku i
pruza informacije o molekularnim mehanizmima koji
pridonose bioloskoj agresivnosti tumora.” Cjeloge-
nomska analiza pomaze u razumijevanju patogeneze
tumora i omogucuje utvrdivanje specifi¢nih terapij-
skih ciljeva.

Personalizirana terapija temeljena na WGS-u omo-
gucuje odabir optimalnog tretmana za svakog pacijenta.
Na temelju geneti¢kog profila tumora, mogu se identifi-
cirati specifi¢ne genske promjene koje su kljuc¢ne za pre-
zivljavanje i rast tumora.*"** Otkrivanje prisutnosti
odredenih genskih mutacija moze upuéivati na mogu¢-
nost ciljanog lijeCenja koje ¢e usmjeriti terapiju prema
specificnom molekularnom putu povezanom s karakte-
ristikama tumorskih stanica. Dodatno, WGS moze pru-
ziti informacije o genetickom mehanizmu rezistencije
na odredenu terapiju, poput rezistencije na kemotera-
peutike u akutnoj mijeloi¢noj leukemiji u djece.” Iden-
tifikacija genskih promjena koje pridonose rezistenciji
na odredene lijekove ili terapijske modalitete, omogu-
¢uje pravodobne intervencije kako bi se preusmjerila
terapija na alternativne lijekove koji ¢e biti u¢inkovitiji.
Ovaj personaliziran pristup terapiji pridonosi smanje-
nju nezeljenih nuspojava i povecanju stope uspjeha lije-
¢enja u djece oboljele od raka.

WGS takoder ima vaznu ulogu u pracenju napre-
dovanja onkoloske bolesti. Redovito sekvenciranje tu-
morske DNA tijekom vremena omogucuje pracenje
evolucije geneti¢kih promjena u tumoru. Ova konti-
nuirana analiza tumorskog genoma moze otkriti pro-
mjene koje su kljucne za progresiju bolesti, omogucu-
juéi pravodobne promjene u terapiji kako bi se bolje
kontroliralo napredovanje tumora.* Znanstvena istra-
zivanja temeljena na analizi slobodne cirkulirajuce
DNA (eng. Circulating free DNA - cfDNA) dobivene
teku¢om biopsijom, pokazuju obecavajuce rezultate u
pracenju i lijecenju malignih bolesti djece, pruzajuci
informacije o promjenama tumorske DNA koje omo-
gucuju personalizaciju terapije i poboljsanje ishoda li-
jecenja.**¢ Ova tehnologija omogucuje pracenje dina-
mickih promjena u tumorskom genomu tokom terapi-
je, $to moze biti od klju¢ne vaznosti u borbi protiv raka
kod pedijatrijskih pacijenata.

Vazno je istaknuti primjenu WGS-a i u kontekstu
prevencije nastanka malignih oboljenja u odraslih, a
¢ija bi prevencija trebala zapoceti od pedijatrijske dobi.
Multicentri¢no znanstveno istrazivanje objavljeno u
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znanstvenom casopisu JAMA Oncology, provedeno
na populaciji od 2984 pacijenta sa solidnim tumorima,
otkriva da svaki osmi pacijent, odnosno ¢ak 13,3%
pacijenata s rakom ima nasljednu mutaciju (patogenu
varijantu) gena povezanu s povisenim rizikom za on-
kolosku bolest od svojeg rodenja. Zapanjujuca je ¢inje-
nica da su ¢ak u polovine (47,4%) tih pacijenata utvr-
dene varijante nepoznatog klinickog znacenja (eng.
VUS) ¢iji ¢e utjecaj na rizik od razvoja karcinoma biti
razja$njen tek u buduénosti.”” Mutacije koje povecava-
ju rizik od nastanka tumora mogu se naslijediti ako su
prisutne u jajnim stanicama ili spermijima roditelja.
Ako roditelj svojemu djetetu prenese mutirani gen
BRCA1 ili BRCA2, dijete ¢e imati povecan rizik da tije-
kom zivota oboli od raka dojke (40 - 80%), jajnika (11
-40%), prostate (39%) i gusterace (1 — 7%) te nekoliko
drugih vrsta malignih tumora. Testiranje WGS-om
moze biti korisno za pacijentice s nasljednom predis-
pozicijom za karcinom. Cak 20 - 25% slu¢ajeva karci-
noma dojke ili jajnika uzrokovano je nasljednim mu-
tacijama gena BRCAI i BRCA2, a zasad je nepoznato
koliki je postotak slucajeva uzrokovan mutacijama u
nekodiraju¢im regijama genoma.*® WGS moze pruziti
bolje razumijevanje rizika i omoguciti ranu interven-
ciju te time poboljsati ishode lijeCenja i pravodobno
smanjiti rizik od razvoja karcinoma.

Varijante nepoznatog klinickog znacenja jedan su od
najve¢ih izazova u interpretaciji podataka dobivenih
WGS-om. Analiza ogromnih koli¢ina podataka i identi-
fikacija relevantnih genskih varijanti zahtijeva napredne
bioinformaticke alate i ekspertizu medicinskih geneti-
¢ara. Takoder, interpretacija varijanti u nekodiraju¢em
genomu i razumijevanje njihove uloge u razvoju tumora
jest dodatan izazov.* Ipak, WGS pruza detaljnu anali-
zu tumorskog genoma u djece oboljele od raka, $to
omogucuje personaliziranu terapiju, identifikaciju
novih terapijskih ciljeva i pracenje napredovanja bolesti.
Njegova primjena u djec¢joj onkologiji pomaze u pobolj-
$anju dijagnostike, terapije i pracenja djece s onkolos-
kim bolestima. Unato¢ izazovima u interpretaciji i ana-
lizi podataka, kontinuirani razvoj tehnologije i bioinfor-
matickih alata omogucuju sve precizniju i efikasniju
primjenu WGS-a u dje¢joj onkologiji.

Izazovi za buducu primjenu WGS-a
u svakodnevnoj klinickoj praksi

Interpretacija varijanti u intronskim regijama gena te
nekodiraju¢em genomu izazov je u istrazivanju genet-
skih bolesti i razumijevanju njihovih mehanizama, a
otkrivanje patogenih varijanti omogucuje personalizi-
rani terapijski pristup za brojne nasljedne bolesti.”"**
Nekodirajuce regije genoma Cesto sadrze velik broj vari-
janti koje mogu biti funkcionalno neutralne ili ¢iji je
funkcionalni znacaj jo$ uvijek nepoznat. Stoga, kako
bismo u potpunosti razumjeli njihovo djelovanje i pove-
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zanost s fenotipom, vazno je razviti nove metode i alate
za analizu i interpretaciju ovih varijanti.** Nekodirajuce
regije mogu sadrzavati regulatorne elemente, kao $to su
promotori, pojacivaci i utisivaci, koji reguliraju ekspre-
siju gena.® Varijante u ovim regijama mogu utjecati na
vezanje transkripcijskih faktora i promijeniti razinu ek-
spresije gena, $to rezultira fenotipskim promjenama.’
Medutim, problem je identifikacija funkcionalno rele-
vantnih varijanti medu mnogobrojnim neutralnim va-
rijantama. Razvoj novih metoda i bioinformatickih
alata za analizu nekodirajuceg dijela genoma postaje sve
vazniji kako bismo razumjeli funkcionalne posljedice
varijanti u ovim regijama. Tehnike sekvenciranja, kao
$to su ChIP-seq (eng. chromatin immunoprecipitation
sequencing) i ATAC-seq (eng. assay for transposase-acce-
ssible chromatin sequencing), omogucuju identifikaciju
regulatornih elemenata te dobivanje informacija o veza-
nju transkripcijskih faktora i modificiranju histona u
odredenim regijama genoma. Integracija ovih podataka
s podatcima o genetskim varijantama omogucuje iden-
tifikaciju funkcionalno relevantnih varijanti i njihovu
povezanost s fenotipom.>

Od iznimne je vaznosti razvoj bioinformatickih
alata te velikih baza podataka koje omogucuju laksu
interpretaciju varijanti u nekodiraju¢em genomu. Bio-
informaticki softveri za interpretaciju varijanti predvi-
daju funkcionalni znacaj varijanti na temelju kompa-
rativne genomske analize, evolucijske o¢uvanosti po-
jedinih dijelova genoma, predikcije utjecaja promjena
u sekvenci na proteinsku strukturu ukljuc¢ujudi procje-
nu stabilnosti proteina, aktivnosti enzima i interakcije
s drugim molekulama, vezanja transkripcijskih fak-
tora i drugih funkcionalnih elemenata.” Takoder je
vazno integrirati ove podatke s drugim klinickim in-
formacijama kako bi se dobio cjelovit uvid u pravilnu
klinicku interpretaciju genskih varijanti. Napredak u
razumijevanju nekodirajuéeg genoma i interpretaciji
funkcionalno relevantnih varijanti otvara nova polja
istrazivanja i terapijske moguénosti, uklju¢ujuéi otkri-
vanje novih biologkih puteva i mehanizama nastanka
bolesti. S obzirom na najnovije rezultate, a koje je ne-
davno publicirao The Telomere-to-Telomere (T2T)
Consortium, nuzno je predvidjeti tehnologije i postup-
ke (sekvenciranje dugih sekvenci, eng. long-read sequ-
encing) koji ¢e uz analizu eukromatina istodobno
analizirati i dio genoma koji sadrzi uzastopno ponav-
ljajuce dijelove DNA, uglavhom u centromernim i
telomernim regijama (heterokromatin). Zahvaljujuci
najmodernijoj tehnologiji, takozvanim hibridnim se-
kvenciranjem cijeloga genoma koje se koristi kombi-
nacijom sekvenciranja dugih (eng. long-read) i kratkih
(eng. short-reads) sekvenci kako bi se iskoristile pred-
nosti razlic¢itih tehnologija, danas je omoguceno brze i
jeftinije sekvenciranje s visokom precizno$¢u u ¢itanju
pojedina¢nih nukleotida i boljom kvalitetom analize
genoma.”®
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Klinicka interpretacija varijanti u nekodiraju¢em
genomu izazov je u razumijevanju genetskih bolesti,
ali u razumijevanju farmakogenomike te personalizi-
ranog pristupa terapiji.>*° Razvoj novih metoda i alata
za analizu i interpretaciju ovih varijanti klju¢an je za
otkrivanje njihova funkcionalnog znacaja i povezano-
sti s fenotipom. Integracija razli¢itih eksperimentalnih
tehnika, bioinformati¢kih alata i klinickih podataka
omogucuje sve dublje razumijevanje nekodirajuceg
genoma i potencijalne terapijske primjene, a daljnja
istrazivanja i tehnoloski napredak bit ¢e klju¢ni za ot-
krivanje novih bioloskih mehanizama i razvoj novih
terapija u podrucju genetskih bolesti djece.*

Zakljucak

Primjena WGS-a ima znacajan potencijal u pedija-
triji i budu¢nost je dijagnostike genetskih bolesti u
djece. Brzi napredak tehnologije sekvenciranja geno-
ma omogucuje sve brzu i kvalitetniju analizu genoma,
s visokom preciznos$¢u i sve manjim troskovima. Im-
plementacija WGS-a u rutinsku pedijatrijsku praksu
pruza nove mogucnosti za personaliziranu medicinu i
poboljsanje zdravlja dje¢je populacije, ukljucujuci i
preventivno djelovanje radi sprjecavanja razvoja mul-
tifaktorijalnih bolesti. Vazno je educirati pedijatre o
prednostima i izazovima primjene WGS-a kako bi se
osigurala njegova ucinkovita integracija u pedijatrij-
sku praksu. U budu¢nosti, oc¢ekuje se da ¢e WGS po-
stati standardni dijagnosticki alat u pedijatriji, omogu-
¢ujudi preciznu i personaliziranu skrb za djecu s genet-
skim i drugim bolestima.
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