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Sažetak
Implementacija molekularno genetičkih tehnika je značajan događaj za genetički centar i
predstavlja sinhronizovane procese i niz komplementarnih aktivnosti radi uvođenja novih
tehnologija u rutinski rad, kao i savladavanje izazova i veština, ne samo pripreme i
tehničkog izvođenja analize već i primenu kliničkog i medicinskog znanja vezanog za
klinički pregled pacijenata, postavljanje indikacija za molekularno genetičke analize i
bioinformatičku obradu podataka, interpretaciju i primenu rezultata. Osnovna uloga
molekularno genetičkih tehnika  je utvrđivanje genetičke osnove, tačkastih mutacija i
malih indel mutacija, analizom kliničkog egzoma metodom sekvenciranja naredne gen-
eracije (NGS) i detekcija mikrodelecija i mikroduplikacija metodom istovremenog
umnožavanja vezanih proba (MLPA) kod pacijenata kliničkog genetičara i neuropedijatra
sa suspektnim monogenskim oboljenjem i suspektnim mikrodelecijama i mikroduplikaci-
jama. Tokom perioda od 01. avgusta 2021. godine do 01. avgusta 2024. godine u Službi
za medicinsku genetiku Instituta za zdravstvenu zaštitu dece i omladine Vojvodine indiko-
vano je 49 analiza kliničkog egzoma metodom NGS zbog sumnje na monogenske bolesti,
a tokom perioda od 01.02.2024. do 01.08.2024. godine, urađeno je 97 analiza metodom
MLPA zbog sumnje na sindrome mikrodelecije i mikroduplikacije, te su u ovom radu
navedeni rezultati ispitivanja i dijagnostikovane nasledne bolesti. Analizom kliničkog
egzoma metodom NGS od 49 urađenih analiza detektovani su patološki nalazi – patogene
genetičke varijante kod 19 pacijenata tokom perioda od 01. avgusta 2021. godine do 01.
avgusta 2024. godine. Analizom MLPA kod 97 analiziranih pacijenata sa sumnjom na sin-
drome mikrodelecija i mikroduplikacija detektovan je patološki nalaz kod 10 pacijenta,
tokom perioda 01.02.2024. do 01.08.2024. godine. Uvođenje novih tehnologija u genetički
centar Kabineta za molekularnu genetiku Službe za medicinsku genetiku Instituta za
zdravstvenu zaštitu dece i omladine Vojvodine kao što su metode NGS i MLPA su
značajni koraci koji vode ka preciznoj medicini i perspektiva su savremene medicine.

Ključne reči
Sekvenciranje naredne generacije,
istovremeno umnožavanje vezanih
proba, MLPA, retke bolesti, nasledne
bolesti, intelektualna ometenost,
mikrodelecije, mikroduplikacije,
precizna medicina. 

Key words
Next-generation sequencing, Multiplex
ligation-dependent probe amplification,
MLPA, Rare diseases, Inherited disor-
ders, Intellectual disability,
Microdeletions, Microduplications,
Precision medicine..

UDK: 616-056.7:575
(497.113)"2021/2024"

Kavečan I. et al n MD-Medical Data 2025;17(1): 029-037



30

Aktuelne teme / Current topicscs

MD MEDICAL DATA / Vol. 17 NO 1 / Januar-April 2025.

UVOD
Implementacija novih tehnologija sekvenciranja

naredne generacije i istovremenog umnožavanja vezanih
proba (MLPA, od engl. Multiplex ligation-dependent probe
amplification) je značajan događaj za genetički centar i
predstavlja sinhronizovane procese i niz komplementarnih
aktivnosti radi uvođenja nove tehnologije u rutinski rad, kao
i savladavanje izazova i veština, ne samo pripreme i tehni -
čkog izvođenja analize, već i primenu medicinskog i klini -
čkog znanja vezanog za klinički pregled pacijenata, postav -
ljanje indikacija za molekularno genetičke analize, za bio -
infor matičku obradu podataka, interpretaciju rezultata i pri-
menu rezultata za razmatranje specifičnih terapijskih opcija
i medicinsko praćenje pacijenata.

Oblast genetike i inovativne genetičke tehnologije, kao
i mogućnosti dijagnostike i lečenja razvijaju se velikom br -
zi nom, zahvaljujući rastućim saznanjima o genetički uslov -
ljenim stanjima i bolestima, smanjenju troškova za geneti -
čka ispitivanja, sve većoj potrebi za genetičkim ispitivanjem
i većoj potražnji genetičkih analiza. 

Genetičke tehnologije povećavaju mogućnosti i način na
koji se mogu dijagnostikovati stanja koja imaju genetičku
etiologiju.

Medicinsko i kliničko znanje kao i klinička praksa su od
izuzetnog značaja za kliničku procenu i predočavanje potre-
ba za genetičkim informisanjem i genetičkim ispitivanjem
za genetički uzrokovana stanja i bolesti, procenu kojim dija -
gnostičkim postupkom dijagnostikovati određeno stanje i
bolesti, kao i biti objektivan koliko su dobijeni rezultati
informativni, pravilno protumačeni i primenjeni.

Novine o napretku u genetičkim analizama i tehnologija-
ma sekvenciranja imaju važne implikacije za lekare razli -
čitih specijalnosti i supspecijalnosti koji su uključeni u dija -
gnostiku, lečenje, medicinsko praćenje i prevenciju. 

Sekvenciranje naredne generacije (NGS; od engl. Next-
generation sequencing) je savremena tehnologija koja
omogućava određivanje DNK i RNK sekvenci. Za razliku
od tradicionalnog sekvenciranja Sangerovom metodom,
NGS metoda omogućava istovremeno sekvenciranje mil-
iona fragmenata DNK, što je čini superiornom tehnikom za
različite primene u genetici. 

Sekvenciranjem se određuje primarna struktura i tačan
redosled nukleotida dezoksiribonukleinske kiseline. U
poređenju sa sekvenciranjem po Sangerovoj metodi koja se
primenjuje za segmente DNK relativno male dužine, što je
čini pogodnom za analizu pojedinačnih gena ili delova gena,
ali ne i većih celina genoma, sekvenciranjem naredne gen-
eracije, sekvencira se, paralelno, veliki broj segmenata
DNK, te se potom podaci bioinformatički analiziraju i inter-
pretiraju. [1]

Smatra se da se oko 85% poznatih genetičkih varijanti
koje iza zi vaju bolest javlja unutar 1% genoma koji sadrži
egzone i splajsing pozicije, stoga je ispitivanje samo ovog
dela geno ma - klinički egzom efikasan dijagnostički metod
i čini ovaj metod isplativom alternativom sekvenciranju
kompletnog genoma. Sekvenciranje kliničkog egzoma je
metoda kojom se identifikuju varijante DNK koje izazivaju
bolest, unutar 1% genoma koji kodira sintezu proteina ili
okružuje regione koji kodiraju proteine. Ova dijagnostička
metoda je name njena primeni u kombinaciji sa kliničkim

manifestacijama i drugim markerima bolesti za dijagnostiku,
medicinsko pra ćenje i lečenje pacijenata sa retkim
genetičkim pore mećajima.

Ono što predstavlja i dalje najveći izazov jeste bio -
informatička obrada podataka i tumačenje rezultata.
Varijante mutacija se klasifikuju prema vodiču za inter -
pretaciju varijanti Američkog koledža za medicinsku ge -
netiku i genomiku (engl. American College of Medical
Genetics and Genomics) i Asocijacije za molekularnu
patologiju (engl. Association for Molecular Pathology), kao
klasa 1 - benigna, klasa 2 - verovatno benigna, klasa 3 -
varijanta nepoznatog značaja, klasa 4 - verovatno patogena i
klasa 5 - patogena varijanta. 

Kada je inicijalno započeta implementacija metode
sekvenciranja naredne generacije, obim dobijenih infor-
macija bio je najveći izazov ove tehnologije, a bio infor -
matička analiza i tumačenje dobijenih rezultata su i danas
izazov. 

Za pojedine grupe bolesti dizajnirani su paneli gena za
istovremeno sekvenciranje određene grupe gena. Paneli
određenih gena se dizajniraju u zavisnosti od dijagnostičkih
potreba. 

Uzorak DNK jedne osobe se analizira da bi se odredilo
prisustvo genetičkuh varijanti  koje dovode do određene
kliničke slike. Veoma je važno da se pre ispitivanja sek -
ven ciranjem naredne generacije tačno opišu i definišu
kliničke manifestacije i da se uradi dostupno labora torij -
sko, biohemijsko, radiološko i drugo ispitivanje. [2,3,4,5,6]

Pre samog pristupanja sekvenciranju naredne generacije
potrebno je da se opišu fenotipske abnormalnosti osobe koja
se dijagnostikuje prema klasifikaciji koja je standardizovana
- pod nazivom “Ontologija fenotipa čoveka” (HPO; od
engl. Human Phenotype Ontology) koja predstavlja standar -
dizovani rečnik fenotipskih abnormalnosti koje se mogu
detektovati kod čoveka. [7]

Svaki termin u klasifikaciji HPO opisuje određenu
fenotipsku abnormalnost. HPO klasifikacija aktuelno sadrži
preko 13.000 termina i preko 156.000 naznaka o naslednim
bolestima. HPO projekat ima predviđen softver za fenotip-
vođenu diferencijalnu dijagnostiku, genomsku dijagnostiku i
translaciona istraživanja. HPO je razvijen prema bazama
podataka kao što su: Orphanet, DECIPHER i OMIM.

Baza podataka Orphanet prikuplja i unapređuje znanja
o retkim bolestima kako bi se unapredila dijagnostika i
lečenje pacijenata sa retkim bolestima. Orphanet ima za cilj
da pruži najnovije precizne informacije o retkim bolestima i
obezbedi dostupnost saznanja o retkim bolestima svima pod -
jednako. Orphanet ima definisanu Orphanet nomen klaturu
retkih bolesti kao ORPHA kod, koji je od suštinskog značaja
za poboljšanje vidljivosti retkih bolesti u zdravstvenim i
istraživačkim informacionim sistemima. Orphanet je osno -
van od strane Nacionalnog instituta za zdravstvo i medi -
cinska istraživanja, u Francuskoj 1997. godine. Pacijenti
koji boluju od retkih bolesti mogu da imaju genomske
varijante (varijante sekvence ili varijante broja kopija) koje
izmenom normalne ekspresije gena dovode do bolesti.
Međutim, mnoge varijante su nove ili izuzetno retke, zbog
čega je klinička interpretacija izazovna, a genotip-fenotip
korelacije su neodređene. Identifikacija pacijenata koji
imaju iste varijante u određenom genu i imaju zajedničke
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fenotipske karakteristike dovodi do veće pouzdanosti detek -
tovane varijante u patogenu prirodu mutacije određenog
gena i omogućava da se jasnije i preciznije definiše uloga
gena. Analiza oblika genomske varijante i njenih posledica
(npr. gubitak funkcije ili prekomerna funkcija) omogućava
uvid u mehanizam bolesti i potencijalne terapijske
mogućnosti.

Baza podataka “DEKODIRANJE” (od engl. DECIP -
HER) o genomskim varijacijama i fenotipu kod ljudi je
interaktivna internet baza podataka koja preuzima informa-
cije iz raznih bioinformatičkih izvora relevantnih za varijan-
tu gena pronađenu kod pacijenta. Varijanta gena pacijenta je
prikazana u kontekstu i normalne i patogene varijacije koje
su prijavljene na određenom lokusu, čime se olakšava
tumačenje. [8]

Internet baza podataka o nasleđivanju po Mendelu
(OMIM; od engl. Online Mendelian Inheritance in Man)
je sveobuhvatna baza informacija o genima čoveka i
genetičkih fenotipova koja je dostupna preko interneta,
besplatno, i dostupna je svima. Sadrži informacije o svim
poznatim poremećajima i bolestima koje se nasleđuju po
Mendelovom načinu nasleđivanja sa opisom za preko
16.000 gena. OMIM je fokusiran na genotip-fenotip korela-
ciju i ažurira se na dnevnom nivou. Baza podataka je pokre-
nuta 1966. godine od strane dr Viktora A. McKusick kao
katalog karakteristika i poremećaja koji se nasleđuju po
Mendelovim pravilima. Internet verzija, OMIM, je postala
dostupna na internetu 1987. godine. [9]

S druge strane, za genetički centar važna je i ekonomski
isplativa implementacija komplementarne tehnike, MLPA
tehnike, koja je semikvantitativna, pouzdana, brza, visoko
senzitivna i specifična molekularno genetička tehnika kojom
se mogu detektovati promene varijacije broja kopija (CNV,
engl. Copy number variation) - najčešći oblik genetičke
varijacije kao i mikrodelecije i mikroduplikacije u odre -
đenim i prethodno poznatim regijama genoma koje su
povezane sa specifičnim genetičkim stanjem na većem broju
odabranih lokusa (uglavnom do 50) u jednoj reakciji.
Analitička osetljivost i specifičnost MLPA metode je 99%.

Postoje i određena ograničenja MLPA analize koja
uključuju nemogućnost detekcije: balansiranih hromo -
zomskih rearanžmana, telomeričnih delecija i duplikacija,
nemogućnost detekcije delecija i duplikacija izvan opsega
korišćenih MLPA sondi, kao i nemogućnost detekcije ta -
čkastih mutacija, malih indel mutacija, mutacija mito -
hondrijalne DNK i niskog stepena mozaicizma. Ograničenja
MLPA analize uključuju i visoku osetljivost na konta -
minante uzoraka. 

Lažno pozitivni ili lažno negativni rezultati mogu nastati
zbog retkih varijanti sekvenci u ciljanom regionu MLPA
probe. Do smanjenja veličine pika mogu dovesti i tačkaste
mutacije ili polimorfizmi sekvenci, te ukoliko se MLPA
analizom detektuju delecije pojedinačnog egzona, nalaz
uvek treba proveriti i potvrditi drugim tehničkim metodama
kao što su PCR i sekvenciranje. Varijante broja kopija alela
uzrokuju preko 4.000 različitih genetičkih obolje -
nja. Varijante broja kopija uzrokuju genetičke bolesti sa
incidencijom od oko 0,7% kod populacije kavkaskog
porekla u koju spada većina populacije AP Vojvodine i
Republike Srbije. Različite varijante broja kopija dovode do

različitog toka bolesti. Sindromi mikrodelecije i mikro -
duplikacije su definisani kao grupa klinički prepoznatljivih
poremećaja koje karakteriše mala (< 5 Mb) delecija ili
duplikacija hromozomskog segmenta koji obuhvata jedan ili
više gena. Klinički prepoznatljivi i dobro opisani mikro -
delecioni sindromi, za koje je utvrđen poremećaj funkcije
više gena uključuju DiDžordž sindrom (22q11 mikro -
delecija), Villiams-Beuren sindrom (7q11 mikrodelecija),
Smit-Magenis sindrom (17p mikrodelecija) i drugi. 

Većina pacijenata sa sindromom mikrode le ci -
je/mikroduplikacije ima zaostajanje u razvoju, intelektualnu
ometenost, kongenitalne anomalije i dismorfne karakteri -
stike. Mikrodelecije i mikroduplikacije se ne mogu detek -
tovati klasičnom kariotipizacijom ili kariotipizacijom visoke
rezolucije (2-5 Mb), već je neophodna primena tehnika
molekularne genetike kao što su: istovremeno umnožavanje
vezanih proba - MLPA ili komparativna genomska
hibridizacija –molekularni kariotip.

MLPA analiza se zasniva na izdvajanju DNK iz uzoraka
periferne krvi, amnionske tečnosti, horionskih čupica,
fetalne krvi, mrlje krvi na filter papiru, bukalne sluznice ili
drugog tkiva i istovremenom umnožavanju većeg broja
različitih lokusa na analiziranim hromozomima, multiploj
PCR reakciji i analizi broja i intenziteta signala dobijenih u
procesu fragmentne analize na genetičkom analizatoru –
kapilarnoj elektroforezi i očitavanjem signala posebnim
softverom.

Metoda MLPA se može primeniti i za prenatalnu
dijagnostiku u brzoj dijagnostici odstupanja od normalnog
broja hromozoma za najčešće aneuploidije hromozoma 13,
18, 21, X i Y hromozom na nekultivisanim uzorcima
horionskih čupica i plodove vode dobijenih invazivnim
metodama prenatalne dijagnostike u prvom trimestru –
aspiracionom biopsijom čupica i u drugom trimestru –
postupkom amniocenteze. 

MLPA je efikasna metoda za otkrivanje varijanti broja
kopija segmenata gena i zasniva se na relativnoj kvanti -
fikaciji specifičnih nizova DNK hibridizacijom genomske
DNK mešavinom prajmera. Ova metodologija omogućava
analizu promena broja kopija u do 50 različitih nizova u
jednoj analizi. Broj ponovaka za određeni lokus je varija -
bilan kod obolelih osoba. Količina PCR produkta je direktno
proporcionalna karakteristikama pikova - vrhova na elektro -
ferogramu za određeni lokus. Ovakvi markeri daju karak -
teristične pikove na elektroferogramu koji su direktno pro -
porcionalani količini ciljane sekvence iz uzorka koji se po -
redi sa referentnim kontrolama DNK zdravih i obolelih oso -
ba. [10]

Postoji veliki broj komercijalno dostupnih kitova koji
sadrže probe za različite genomske lokuse koji se koriste u
dijagnostici velikog broja genetičkih bolesti. Za najčešće
mikrodelecione/mikroduplikacione sindrome, najčešće
korišćeni kit je P064 SALSA MLPA kit.

UVOĐENJE METODE SEKVENCIRANJA
NAREDNE GENERACIJE (NGS) 
Od novih tehnologija, u Kabinetu za molekularnu ge -

netiku Službe za medicinsku genetiku, tokom perioda 2021-
2024. godine uvedene su metoda sekvenciranja naredne
generacije – za analizu kliničkog egzoma i metoda isto -
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vremenog umnožavanja vezanih proba. Broj urađenih ana -
liza je srazmeran kapacitetu Kabineta za molekularnu
genetiku i Službe za medicinsku genetiku a prijem pacije -
nata kojima se indikuju molekularno genetičke analize se
postepeno povećava srazmerno povećanju kapaciteta i
mogućnosti službe. 

U Kabinetu za molekularnu genetiku službe za medi -
cinsku genetiku tokom navedenog perioda, izolacija DNK
ispitivane osobe se obavljala metodom Qiagen Dna Blood.
U cilju identifikacije prisustva uzročnih genetičkih varijanti
urađeno je sekvenciranje naredne generacije 4813 klinički
relevantnih gena kliničkog egzoma. Sekvence kodirajućih
egzona i granica introna i egzona svih 4813 gena su dobijene
korišćenjem TruSight One Illumina panela. Dobijene
sekvence su upoređivane sa sekvencama referentnog huma -
nog genoma (hg19). U analizu nisu uključene sekvence koje
su prisutne u kontrolnim bazama podataka (GnomAd, ExAC
i 1000 Genomes) sa učestalošću većom od 1%. Preostale,
retke varijante su analizirane prema njihovom efektu na pro-
tein i prema načinu nasleđivanja za određeni gen.

U interpretaciji nalaza, vezano za sekvenciranje klini -
čkog egzoma, poznato je da kod ispitanika može da se utvrdi
prisustvo heterozigotne ili homozigotne varijante gena tipa
misens, nonsens, frejmšift ili druge mutacije - varijante gena
koje mogu, ali i ne moraju biti potvrđeni uzrok odre đene
bolesti zbog koje se osoba ispituje. Za detektovane vari jante
gena metodom sekvenciranja naredne generacije, procenjuju
se in silico baze podataka (SIFT; PolyPhen2;
MutationTaster i druge) i procenjuje se da li detektovana
patogena genetička varijanta uzrokuje gubitak funkcije
određenog proteina. U prilog patogenom efektu određene
genetičke varijante idu činjenice da: 1) Genetička varijanta
nije pronađena kod kontrolne populacije u gnomAd projektu
ili je niske učestalosti. 2) Ukoliko detektovana genetička
varijanta dovodi do promene redosleda niza aminokiselina
određenog proteina; 3) Način na koji su u prethodnom peri-
odu genetičke baze podataka klasifikovale određenu detek-
tovanu genetičku varijantu kao patogenu; 4) Ukoliko
informatički softverski modeli daju predikciju da određena
genetička varijanta može imati patogeni efekat.

Glavni izazovi metode sekvenciranja naredne generacije
uključuju kvalitet i tačnost podataka, obzirom da sekvenci-
ranje generiše ogromne količine podataka, koji zahtevaju
rigoroznu kontrolu kvaliteta i validaciju. Na NGS
podatke mogu uticati različiti izvori grešaka, kao što su
greške sekvenciranja, kontaminacija uzorka i greške porav-
nanja. Ove greške mogu dovesti do lažno pozitivnih, lažno
negativnih rezultata ili do pogrešnog tumačenja rezultata.
Bioinformatička analiza podataka je složen, intenzivan i
zahtevan proces i zahteva algoritme, koji se stalno razvijaju
i poboljšavaju. Interpretacija NGS podataka može biti
izazovna, posebno za nekodirajuće regione, strukturne i
retke varijante. Tumačenje podataka dobijenih sekvenci-
ranjem zahteva integraciju više baza podataka kao i podatke
iz relevantne medicinske literature. Interpretacija podataka
takođe zahteva stručno kliničko znanje i kliničku validaciju.
Čuvanje podataka predstavlja dodatni izazov vezan za
bezbednost obimnih podataka i materijalne troškove.
[11,12,13]

U periodu od 01. avgusta 2021. godine do 01. avgusta
2024. godine analiziran je klinički egzom metodom sekven -
ciranja naredne generacije 49 uzoraka i dijagnoza je po -
stavljena u 19 slučajeva, te je dijagnostički doprinos iznosio
38.8%. 

U tabeli 1 su rezultati analize kliničkog egzoma kod
osoba testiranih na monogenske bolesti sa nazivom bolesti,
odgovornim genom, lokacijom genetičke varijante,
međunarodno priznatim standardom za opis varijanti
sekvence DNK, RNK i proteina – nomenklature „Društva za
varijacije genoma čoveka“ (HGVS, od engl. Human Genom
Variante Society), klasifikacijom genetičke varijante sa In
Silico predikcijom, modelom nasleđivanja, kodom baze
podataka „Online Mendelovo nasleđe kod čoveka“  (OMIM;
od engl. „Online Mendelian Inheritance in Man“) i
Orphanet kodom.

UVOĐENJE METODE ISTOVREMENOG
UMNOŽAVANJA VEZANIH PROBA (MLPA)
Metoda istovremenog umnožavanja vezanih proba

„SALSA MLPA proba P064“ obuhvata 47 MLPA proba s
amplifikacijskim produktima: dve probe za svaki hromozom
i jednu probu za hromozom Y. Taj set ne obuhvata probe za
subtelomerne regije pet akrocentričnih hromozoma (13, 14,
15, 21 i 22), te je za te hromozome uključena dodatna proba
za detekciju q kraka u blizini centromere. Sve MLPA probe
razdvajaju se i detektuju kapilarnom elektroforezom -
genetičkim analizatorom. Za analizu MLPA podataka koristi
se softver Coffalyser koji je dostupan na web strani
proizvođača www.mrc-holland.com.

Svaki se uzorak analizira poređenjem sa tri kontrolna
uzorka (npr. dva negativna i jedan pozitivan). MLPA analiza
je rađena P064 probemix metodom i zasniva se na lančanoj
reakciji polimerizacije (engl., Polymerase chain reaction),
kapilarnoj elektroforezi i softverskoj obradi i analizi
podataka. 

Analiza MLPA fragmenata dobijenih kapilarnom
elektroforezom sastoji se od nekoliko faza kako bi se identi -
fikovali i kvantifikovali signali koji potiču od različitih pro -
ba. Prva je analiza fragmenata čijim je vizuelnim pregledom
moguće utvrditi kvalitet MLPA reakcije i DNK uzorka, po -
tom se vrši odvajanje kapilarnom elektroforezom. Upored -
nom analizom produkata, ako je pravilno izvedena svaka
prethodna analiza, završena je softverska obrada i anali za.
Rezultati su dostupni za interpretaciju u formi – grafikona
(engl. Ratio chart), u formi elektroferograma (engl.
Electropherogram) i tabelom sa navedenim numeričkim
rezultatima (engl. Sample report chart). [6]

Da bi se mogli očitati rezultati, broj kopija za svaki
ispitivani segment uzorka se utvrđuje na osnovu broja kopija
kod zdravih osoba sa referentnom DNK za svaki različiti
MLPA produkt. Poredi se opseg signala uzorka prema
opsegu signala referentne DNK. Rezultati su prikazani na
brojevnoj osi i rezultat 0,5 predstavlja jednu traženu kopiju,
rezultat 1,0 predstavlja dve kopije, rezultat 1,5 predstavlja tri
kopije, itd.

U periodu od 01. februara 2024. godine do 01. avgusta
2024. godine potvrđena je dijagnoza sindroma mikrodelecije
u 10 slučajeva od analiziranih 97 uzoraka analizom
istovremenog umnožavanja vezanih proba i dijagnostički
doprinos tehnike istovremenog umnožavanja vezanih proba
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u navedenom periodu za urađene analize iznosio je 10,3%.
Genetičke dijagnoze naslednih bolesti su potvrđene za dva
slučaja Prader Willi sindroma, jedan slučaj - Angelman
sindroma, dva – DiDžordž sindroma, jedan  -Miler Dicker

sindrom, tri - Williams sindroma, jedan – sindrom mačjeg
plača (od franc.: Cri-du-chat sindrom), Tabela 3.

Tabelarni prikaz i elektroferogram za dijagnostikovani
DiDžordž sindrom je prikazan na slikama 1 i 2.

Tabela 1. Prikaz rezultata analize kliničkog egzoma sa detekcijom patogenih i verovatno patogenih genetičkih varijanti
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Dijagnostički doprinos uglavnom zavisi od indikacija
ispitivanih osoba. Oko 10-20% pacijenata sa urođenim ano-
malijama, kognitivnim i bihejvioralnim razvojnim kašnje-
njem ili intelektualnom ometenošću koje su analizirane pro-
bemiksom P064 može imati ispitivane mikrodelecije ili
mikroduplikacije, što dovodi do značajnog dijagnostičkog
doprinosa kod osoba sa intelektualnom ometenošću.
Analitički učinak može biti smanjen zbog: SNV ili drugim
polimorfizmima u ciljnoj sekvenci DNK, nečistoćama u
uzorku DNK, nepotpunom denaturacijom DNK, upotrebom
nedovoljne ili prevelike koncentracije uzorka DNK, upotre-
bom nedovoljnih ili neodgovarajućih referentnih uzoraka,
problemima sa kapilarnom elektroforezom ili drugim tehnič-
kim greškama validacije i kontrole kvaliteta. Opšti protokol
MLPA sadrži tehničke smernice i informacije o evalu a -
ciji/normalizaciji podataka. Za analizu podataka se koristi
softver  Coffaliser.Net u kombinaciji sa odgovarajućom spe-
cifičnom MLPA Coffaliser listom. 

INOVATIVNE GENETIČKE TEHNOLOGIJE
Uprkos svim izazovima, genetičke tehnologije se stalno

razvijaju i poboljšavaju, i nude inovativne mogućnosti i
prav ce za buduća istraživanja i primene, kao što su:

1. Sekvenciranje tehnikom očitavanja dugačkih
sekvenci genoma (od engl. Long-read sequencing) koje
može da omogući očitavanje informacija u rasponu od neko-
liko desetina kilobaza do nekoliko megabaza, u poređenju sa

očitavanjem kratkih sekvenci tehnikom NGS koja obično
sadrži manje od 300 baznih parova. Sekvenciranje tehnikom
očitavanja dugačkih sekvenci može prevazići određena
ogra  ni čenja sekvenciranja druge generacije kao što je detek-
cija repetitivnih sekvenci, otkrivanje strukturnih varijanti
poput translokacija i inverzija, može pružiti više informacija
vezanih za profil metilacije i moguće je odrediti segregaciju
nekoliko desetina kilobaza do nekoliko megabaza. Kako ova
tehnika ne zahteva PCR amplifikaciju postoji manji rizik za
pojavu grešaka vezanih za amplifikaciju, a pokrivenost
genoma je homogenija. Sekvenciranje očitavanja dugačkih
sekvenci može da se sprovodi na različitim platformama,
kao što su tehnologija direktnog sekvenciranja zasnovana na
nanoporama i PacBio (od engl. Pacific Biosciences).   [14]

2. Mono-molekularno sekvenciranje u stvarnom vre-
menu (od engl. Single-molecule real-time sequencing) je
tehnika sekvenciranja koja omogućava analizu pojedinačnih
ćelija istovremenim sekvenciranjem više miliona fragmena-
ta direktno iz jednog molekula DNK optičkim nano -
uređajem. Ova metoda omogućava testiranje fetalne DNK iz
uzorka krvi trudnice i može se koristiti za neinvazivne pre-
natalne testove čime se smanjuje rizik za fetus. Prednost
tehnike je dužina očitavanja sekvenci i mogućnost sekvenci-
ranja oba lanca DNK molekula. [15]

3. In situ sekvenciranje (ISS) je tehnika kojom može da
se sekvencira informaciona RNK direktno u uzorku tkiva ili
u uzorku ćelije, bez potrebe za ekstrakcijom, amplifikacijom

Tabela 1. NASTAVAK
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Tabela 2. Mikrodelecioni i mikroduplikacioni sindromi koji se mogu detektovati u jednoj analizi P064 probemix metodom MLPA
koje su uvedene tokom 2024. godine u Kabinetu za molekularnu genetiku 

Tabela 3. Prikaz rezultata MLPA analize sa dijagnostikovanim mikrodelecijama

i pripremom biblioteke. ISS se razlikuje od konvencio nalnih
pristupa sekvenciranja kojim se analiziraju uzorci na kon
uklanjanja iz njihovog endogenog okruženja. ISS tehni kom
može da se identifikuje prisustvo i prostorna lokacija
sekvenci RNK koristeći sekvenciranje naredne generacije,
uz očuvanje originalnog tkiva ili ćelije. Pristupi sekven -
ciranja četvrte generacije imaju primenu u genskoj terapiji,
inženjeringu matičnih ćelija i tkiva i u druge svrhe. [16]

ZAKLJUČAK
Sekvenciranje je superiorna tehnologija koja je unapre -

dila primenu genomike u kliničkoj praksi. Uvođenje i imple -
mentacija novih tehnologija u genetički centar Kabineta za
molekularnu genetiku Službe za medicinsku genetiku Insti -
tuta za zdravstvenu zaštitu dece i omladine Vojvodine u No -
vom Sadu kao što su sekvenciranje naredne generacije za
analizu kliničkog egzoma i tehnika istovremenog umno -
žavanja vezanih proba su značajni i važni koraci koji vode
ka preciznoj medicini i perspektiva su savremene medicine. 
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Slika 1. Komparativna analiza istovremenog umnožavanja vezanih proba za Di Džordž sindrom (CLTCL 1-3; CDC45-1; GNB1L-
8; DGCR8-2; ZNF74-2; MED15-10; SNAP29-3 – prisutna heterozigotna delecija – obeleženo crvenom bojom vrednosti u rasponu od

0.40-0.65)

Slika 2. Elektroferogram istovremenog umnožavanja vezanih proba za DiDžordž sindrom
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Abstract
Implementing molecular genetic techniques is a significant milestone for a genetic center.
It represents a coordinated effort involving a series of complementary activities aimed at
integrating new technologies into routine practice, addressing challenges, and enhancing
skills. This process encompasses not only the preparation and technical execution of
analyses but also the application of clinical and medical knowledge related to patient
examinations, establishing indications for molecular genetic analyses, and processing,
interpreting, and applying bioinformatic data processing, interpretation, and application of
results. The primary role of molecular genetic techniques is to determine the genetic basis
of point mutations and small insertion-deletion (indel) mutations through the analysis of
the clinical exome using next-generation sequencing (NGS) and detection of microdele-
tions and microduplications using multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) in patients referred by clinical geneticists and neuro-pediatricians who suspect
monogenic disease and suspect microdeletions and microduplications. During the period
from August 1, 2021, to August 1, 2024, the Medical Genetics Service at the Institute for
Children and Youth Health Care of Vojvodina conducted 49 clinical exome analyses using
NGS due to suspicions of monogenic diseases. Additionally, from February 1, 2024, to
August 1, 2024, 97 analyses were performed using MLPA to investigate potential
microdeletion and microduplication syndromes. This manuscript presents the results of
these analyses and the diagnosed inherited diseases. The clinical exome analysis using
NGS identified pathogenic findings in 19 out of the 49 analyses conducted between
August 1, 2021, and August 1, 2024. Meanwhile, MLPA detected pathogenic findings in
10 out of the 97 analyzed from February 1, 2024, to August 1, 2024. The implementation
of advanced technologies, such as NGS and MLPA, in the genetic center of the Molecular
Genetics Cabinet at the Medical Genetics Service of the Institute for Children and Youth
Health Care of Vojvodina represents a significant advancement toward precision medicine
and offers promising prospects for modern healthcare.
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