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SAZETAK. Genske analize omogucuju definiranje molekularne osnove nasljedne metabolicke bolesti, usmjera-
vaju nas prema optimalnom nacinu lijecenja i omogucuju geneticko informiranje, a ponekad i prenatalnu dija-
gnostiku, ako je indicirana. Ulaskom tehnologije sekvenciranja nove generacije u dijagnostiku nasljednih metabo-
lickih bolesti promijenila se paradigma razmisljanja o dijagnostickom algoritmu za pojedine skupine bolesti.
Metode sekvenciranja nove generacije imaju svoje dosege i ogranicenja, koje onaj koji se njima koristi treba
poznavati. U tumacenju nejasnih nalaza pomazu nam neki korisni informaticki izvori o kojima se u tekstu vise
govori. Neselektivan i neracionalan pristup u koriStenju novih tehnologija genske analize nije prihvatljivi ne moze
zamijeniti znjanje i vrijeme koje je potrebno posvetiti pacijentu s rijetkom bolesti.

SUMMARY. Genetic methods enable the definition of molecular basis of the inborn error of metabolism, guide
us towards the optimal treatment methods and enable genetic counselling, and sometimes prenatal diagnosis, if
indicated. With the introduction of new generation sequencing technology in the diagnosis of hereditary meta-
bolic diseases, the thinking paradigm about the diagnostic algorithm has also been shifted for some groups of
diseases. Next generation sequencing methods have advantages and limitations that those who use them should
understand. In the interpretation of unclear findings, some useful IT sources can help us, and are discussed in more
details in the text. An indiscriminate and irrational approach in using new genetic technologies is not acceptable

and cannot replace the knowledge and time that needs to be devoted to a patient with a rare disease.

Nasljedne metabolicke bolesti heterogena su skupi-
na rijetkih, monogenskih bolesti, a posljedica su manj-
kavosti jedne od vaznih karika odredenoga metabolic-
kog puta. To moze biti manjak aktivnosti nekog enzi-
ma, receptora, kanali¢a, transportnog proteina, regu-
latornog proteina i drugih. Tradicionalno se dijagnoza
nasljedne metabolicke bolesti postavlja biokemijskim
analizama, a njihov odabir voden je klinickom prezen-
tacijom. Klinicka sumnja i pazljiv odabir biokemijskih
pretraga i dalje su temelj dijagnostike aminoacidopati-
ja, poremecaja ciklusa ureje, organskih acidurija, pore-
mecaja metabolizma masnih kiselina i nekih lizosom-
skih bolesti nakupljanja. U trenutku pisanja ovog
teksta u bazi podataka IEMbase zabiljezene su 1904
nasljedne metabolicke bolesti.! Neke od njih imaju
zajednicka i preklapajuca, ponekad vrlo nespecificna
klini¢ka i biokemijska obiljezja. S obzirom na to da je
velik broj nasljednih metabolickih bolesti ljeciv, nuzno
je brzo i precizno postavljanje to¢ne dijagnoze. Genske
analize ne omogucuju samo definiranje molekularne
podloge bolesti, ve¢ nas usmjeravaju prema pravilnom
odabiru nacina lijecenja i omogucuju geneticko infor-
miranje, a ponekad i prenatalnu dijagnostiku. Ula-
skom tehnologije sekvenciranja nove generacije u dija-
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gnostiku nasljednih metaboli¢kih bolesti promijenila
se za neke skupine bolesti i paradigma razmisljanja o
dijagnostickom algoritmu. Tako ¢e se primjerice danas
kod sumnje na nasljednu misi¢nu bolest, prije biopsije
misica, uciniti analiza ciljanog genskog panela. Meto-
de NGS (od engl. next generation sequencing) omogu-
¢uju uvid u sekvencu zeljenih dijelova genoma brzo i
uz veliku preciznost analize. Bioinformaticka analiza
dobivenih podataka, nakon koje slijedi ispravna klasi-
fikacija dobivenih varijanti, klju¢na je za donoSenje
ispravnih zakljucaka.

Danas sveobuhvatni genski paneli sve vise zamje-
njuju ciljane panele s manjim brojem gena, a u slucaju
nespecifi¢nih i preklapaju¢ih simptoma ili kada nas
biokemijske metode ne usmjeravaju u neku od skupi-
na nasljednih metabolickih bolesti odlu¢ujemo se za
analizu cjelokupnog egzoma, iznimno i analizu cjelo-
kupnog genoma. Primjerice, cjelogenomske metode
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klju¢ne su u dijagnostici mitohondrijskih bolesti i na-
sljednih poremecaja glikozilacije. One se kao skupine
bolesti mogu prezentirati tipi¢nim simptomima i bio-
kemijske analize (npr. povisen laktat kod mitohondrij-
skih bolesti ili patoloski nalaz analize sijalotransferina)
mogu nas pravilno usmjeriti, ali bez cjelogenomskog
pristupa tesko ¢emo to¢no definirati dijagnozu odno-
sno molekularni uzrok. Izuzetak su prepoznatljivi mi-
tohondrijski sindromi u slucaju kojih mozemo uciniti
ciljano gensko testiranje, npr. sindrom MELAS (od
engl. mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis,
and stroke-like episodes) koji je u 80% slucajeva uzro-
kovan mutacijom m.3243G>A gena MT-TL1.?

NGS metode danas su i sastavni dio provodenja pro-
$irenoga novorodenackog probira. Primjerice, poziti-
van probir na poremecaj razgradnje masnih kiselina
srednjih lanaca, odnosno povisen oktanoilkarnitin,
moze se vidjeti i kod heterozigota za mutacije u genu
ACADM, iako se radi o zdravoj djeci koja su samo pre-
nositelji navedene bolesti. Ovdje je analiza gena kljuc-
na za zavrSetak probira, odnosno razlikovanje paci-
jenata koji su stvarno pozitivni i imaju navedeni po-
remecaj od onih koji su lazno pozitivni. Kod nekih
skupina nasljednih metaboli¢kih bolesti simptomi i
odstupanja u laboratorijskim pretragama mogu biti
prisutni samo povremeno i ako ponavljamo biokemij-
ske analize odstupanja moguce vise nece biti, §to ne
znaci da dijete ne boluje od nasljedne metabolic¢ke bo-
lesti. Primjer za to su ponovno poremecaji beta-oksi-
dacije ili blazi oblici glikogenoza. Genska analiza i
ovdje nam pruza to¢an odgovor.?

Dosezi i ogranicenja metoda sekvenciranja
nove generacije

Tako su NGS metode, prvenstveno zbog velike brzi-
ne i to¢nosti analize, uvelike unaprijedile molekularnu
dijagnostiku nasljednih metabolickih bolesti i omogu-
¢ile otkrivanje novih uzro¢nih gena, i one imaju svoja
ogranicenja. Genski panel i analiza cjelokupnog egzo-
ma nece detektirati uzro¢ne intronske varijante (izuze-
tak su mjesta prekrajanja). Takoder, ako se radi o dele-
ciji ili duplikaciji ve¢oj od 25 parova baza, velika je
vjerojatnost da ¢e takva promjena promaknuti analizi.
Za takve promjene potrebno je koristiti ciljanu MLPA
metodu (od engl. multiplex ligation dependant probe
amplification), molekularnu kariotipizaciju ili kvan-
titativni PCR (od engl. polymerase chain reaction).
Danas komercijalni genski paneli uz NGS analizu
kombiniraju neku od navedenih metoda detekcije ve-
likih genskih preuredbi. Veliki broj varijanti dobivenih
NGS analizom pripada u varijante nepoznatoga klinic-
kog znacaja i potrebna je sofisticirana informaticka
oprema i educirano osoblje kako bi se dobiveni podat-
ci obradili i pravilno tumacili. Posljednjih deset godina
troskovi analize znacajno su pali tako da danas se-
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kvenca cjelokupnoga ljudskog genoma kosta manje od
1.000 $. To je omogucilo Sire koristenje NGS metoda u
svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Klasifikacija genskih varijanti

Varijante dobivene NGS analizom klasificiraju se u
pet kategorija, ovisno o vjerojatnosti da se radi o pato-
genoj mutaciji:
Klasa 1 - mutacija nije patogena i nema klinicki
znacaj (vjerojatnost patogenosti je manja
0d 0,001)

Klasa 2 - mutacija vjerojatno nije patogena i vjero-
jatno nema klinicki znacaj (vjerojatnost
patogenosti 0,001- 0,049)

Klasa 3 - varijanta nejasnog znacaja (vjerojatnost
patogenosti 0,05 - 0,949)

Klasa 4 - vjerojatno patogena mutacija (vjerojat-
nost patogenosti 0,95 - 0,99)

Klasa 5 - definitivno patogena mutacija (vjerojat-
nost patogenosti veca je od 0,99).

U nalazima genske analize tipi¢no se navode vari-
jante klase 4 ili 5, a prema dogovoru i varijante neja-
snoga klinickog znacaja. Ako se varijante nejasnoga
znacaja navedu u nalazu i priopce pacijentu, savjetuje
se daljnje pracenje pacijenta u kontekstu dobivenog
nalaza jer s vremenom moze do¢i do reklasifikacije
varijante nejasnoga znacaja u vjerojatno benignu ili
vjerojatno patogenu varijantu. Ovisno o genu, vari-
jante nejasnoga znacaja vec¢inom se reklasificiraju u
vjerojatno benigne (80 — 90%), a u manjem postotku
(10 - 20%) u vjerojatno patogene varijante.*

Ovdje treba napomenuti da je do ere NGS metoda
velik broj rijetkih nasljednih bolesti nespecifi¢nih kli-
nickih prezentacija ostao nedefiniran. Sve vece kori-
$tenje NGS-a omogucilo je molekularno definiranje
brojnih poremecaja. S obzirom na to, pojavio se velik
broj novih varijanti. Ako se radi o novoj varijanti gena
odgovornog za odredeni biokemijski poremecaj koji
korelira s klini¢ckom slikom pacijenta, nemamo dvojbu
da je takva varijanta, iako nova, uzrok bolesti. Takoder,
ako dobijemo dvije varijante u genu za recesivnu bo-
lest i postoji korelacija genotip-fenotip, velika je vjero-
jatnost da je navedeni gen, iako se radi npr. o varijan-
tama nejasnoga znacaja, takoder uzrok bolesti. Pro-
blem u interpretaciji mogu predstavljati nejasne vari-
jante kod kojih postoji opisana i autosomno recesivna
i autosomno dominantna prezentacija. Postoji nekoli-
ko alata koji nam mogu pomoc¢i u interpretaciji takvih
nejasnih nalaza.

Korisne baze podataka

Genome Aggregation Consortium (gnomAD) — radi
se o vrlo korisnoj populacijskoj bazi podataka koja je
rezultat suradnje brojnih istrazivaca s ciljem prikuplja-
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nja i ujednacavanja podataka dobivenih sekvencira-
njem egzoma i genoma brojnih svjetskih populacija.
Baza sadrzi podatke oko 200.000 genoma zdravih i
oboljelih pojedinaca koji medusobno nisu u srodstvu.
Koriste¢i bazu, moguce je saznati ucestalost pojedine
alelne varijante u opcoj populaciji te pojedinim etnic-
kim skupinama. Za rijetku varijantu veca je vjerojat-
nost da je patogena za pacijenta. Ova baza je povezana
i s bazom podataka ClinVar te za neke varijante nudi
interpretaciju patogenosti. Baza je javno dostupna.’

ClinVar - javno dostupna baza podataka koja po-
hranjuje i povezuje varijacije ljudskog genoma s feno-
tipom, navodeci dokaze za navedenu povezanost. U
ovoj bazi moze se vidjeti radi li se o patogenoj, be-
nignoj ili varijanti nepoznatog znacaja. Baza prihvaca
prijavu varijanti od strane certificiranih laboratorija ili
grupa klinickih stru¢njaka. Povezana je s bazom
PubMed, odnosno nudi poveznice na publikacije koje
sluze kao dokaz za klasifikaciju varijante.®

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) -
radi se o sveobuhvatnoj zbirci ljudskih gena koja je
javno dostupna i obnavlja se na dnevnoj bazi. Opisi u
obliku slobodnoga teksta uz pojedine gene sadrze in-
formacije o svim do sada poznatim mendelski nasljed-
nim bolestima i preko 16.000 gena. OMIM se oslanja
na povezanost genotipa s fenotipom. Bazu je osnovao
jo§ 1960. godine dr. Victor McKusick.”

Human Genome Mutation Database (HGMD) - u
ovoj bazi podataka nalaze se podatci o varijantama gena
koje su povezane s fenotipom. Obuhvaca oko 8.000
gena. Javno je dostupna za registrirane korisnike.®

Baze podataka specifi¢ne
za nasljedne metabolicke bolesti

Inborn Errors of Metabolism Knowledgebase
(IEMbase) — javno dostupna baza koja sluzi kao
pomo¢ klini¢aru u dijagnostici nasljednih metaboli¢-
kih bolesti. Temeljem unosa fenotipa standardizira-
nim pojmovima i kombiniranjem biokemijskog pore-
mecaja sa simptomima, baza daje popis poremecaja u
mogucoj diferencijalnoj dijagnozi.'

Metagene — takoder vrlo korisna baza koja kombi-
niranjem simptoma bolesti i laboratorijskih nalaza
pruza mogucu diferencijalnu dijagnozu. Pruza mogu¢-
nost rasprave pojedinih klini¢kih situacija uz pomo¢
ekpertnog panela stru¢njaka.’

In silico programi

In silico algoritmi su korisni bioinformaticki alati
koji se koriste u tumacenju varijanti krivoga smisla
(engl. missense). Predvidaju kako varijanta utjee na
funkciju proteina uzimajuci u obzir fizikalno-kemijske
razlike izmijenjenoga aminokiselinskog slijeda, mogu-
¢i utjecaj na mjesto prekrajanja te koliko je mjesto mu-

132

tacije evolucijski ocuvano. Osobito su korisni kod tu-
macenja varijanti nepoznatog znacaja. Najcesce su
koristeni Mutation Taster i Polyphen-2."!

Funkcionalne studije
i reverzna fenotipizacija

Funkcionalne studije pruzaju definitivan dokaz pa-
togenosti genske varijante. Cesto se stoga koriste i u
reklasifikaciji varijanti nejasnoga znacaja. Obi¢no se
provode mjerenjem aktivnosti nekog enzima u leuko-
citima periferne krvi, uzorcima tkiva (npr. bioptat
jetre ili misi¢a) ili stani¢nim kulturama (uzorku fi-
broblasta ili mioblasta). Ako se radi o strukturnom
proteinu, moguce su i citokemijske ili histokemijske
analize. Ako se radi o biokemijskom poremecaju koji
je Cest i za koji su razvijene i lako dostupne biokemij-
ske analize, funkcionalnu studiju nije tesko provesti i
ovi su rezultati vrlo znacajni u interpretaciji nalaza
genske analize. Ipak, u ve¢ini slucajeva radi se o rijet-
kim biokemijskim poremecajima i tada se funkcional-
ne studije mogu provoditi samo u specijaliziranim la-
boratorijima i uglavnom na istrazivackoj osnovi. Sve
se ¢eSée susrecemo i s pojmom reverzne fenotipizacije,
koji oznacava da analiza gena prethodi pronalasku
biokemijskog poremecaja koji ga u konacnici retro-
gradno definira. U ovakvom pristupu moze uvelike
pomoc¢i metabolomika - trazenje i mjerenje metabo-
lita u tjelesnim teku¢inama pacijenta s ciljem boljeg
definiranja odredenog biokemijskog puta. Ovakav pri-
stup otvara mogucnost razvoja novih terapija.'

Umjesto zakljucka
- budu¢nost u eri genomike

Genske su analize uz pomo¢ NGS alata usle $iroko u
svakodnevnu klinicku praksu. U odredenim klini¢ckim
situacijama ove analize mogu zamijeniti dugotrajan
dijagnosticki postupak kojemu su pacijenti s rijetkim
bolestima ¢esto izlozeni. Inicijalnu ushi¢enost NGS-om
i dozivljaj da se radi o ne¢em revolucionarnom zamije-
nio je oprez. Postajemo svjesni da nam je novo znanje
koje je ¢ovjecanstvu donio tehnoloski napredak zapra-
vo otvorilo ,cijeli svemir® nepoznanica. Pojedini dija-
gnosticki uspjesi identifikacije rijetkih bolesti uz
pomo¢ neselektivnoga cjelogenomskog pristupa ipak
ne mogu zamijeniti dobru klinicku praksu, koja jos od
Hipokrata krece od anamneze, fizikalnog statusa, oda-
bira dijagnostickih testova i promisljanja o pacijentu.
NGS metode trebamo shvatiti kao dobrodoslu pomo¢
u dijagnostici, a nikako kao nacin da skratimo ili pre-
skoc¢imo vrijeme koje je potrebno posvetiti pacijentu
ili na¢in da zaobidemo manjkavosti vlastitog znanja.

Izgleda da ¢emo uskoro zivjeti u vremenu gdje ¢e u
nekoliko sati nakon djetetova rodenja biti dostupne in-
formacije o njegovom genomu. No, pitanje je koliko ¢e
jo$ vremena trebati pro¢i kako bi se te informacije
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mogle u potpunosti koristiti za dobrobit toga novoro-
denog djeteta. Cini se da ¢e i generacije poslije nas
ovdje nailaziti na probleme i dileme, ako ne druge
vrste, a onda na one eticke.
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