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Sazetak

Implementacija molekularno genetickih tehnika je znacajan dogadaj za geneticki centar i
predstavlja sinhronizovane procese i niz komplementarnih aktivnosti radi uvodenja novih
tehnologija u rutinski rad, kao i savladavanje izazova i ve$tina, ne samo pripreme i
tehni¢kog izvodenja analize ve¢ i primenu klinic¢kog i medicinskog znanja vezanog za
klinicki pregled pacijenata, postavljanje indikacija za molekularno geneticke analize i
bioinformaticku obradu podataka, interpretaciju i primenu rezultata. Osnovna uloga
molekularno genetickih tehnika je utvrdivanje geneticke osnove, tackastih mutacija i
malih indel mutacija, analizom klini¢kog egzoma metodom sekvenciranja naredne gen-
eracije (NGS) i detekcija mikrodelecija i mikroduplikacija metodom istovremenog
umnozavanja vezanih proba (MLPA) kod pacijenata klinickog geneticara 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 Sluzbi
za medicinsku genetiku Instituta za zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine indiko-
vano je 49 analiza klini¢kog egzoma metodom NGS zbog sumnje na monogenske bolesti,
a tokom perioda od 01.02.2024. do 01.08.2024. godine, uradeno 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 klini¢kog
egzoma metodom NGS od 49 uradenih analiza detektovani su patoloski nalazi — patogene
geneticke varijante kod 19 pacijenata tokom perioda od 01. avgusta 2021. godine do 0O1.
avgusta 2024. godine. Analizom MLPA kod 97 analiziranih pacijenata sa sumnjom na sin-
drome mikrodelecija i mikroduplikacija detektovan je patoloski nalaz kod 10 pacijenta,
tokom perioda 01.02.2024. do 01.08.2024. godine. Uvodenje novih tehnologija u geneticki
centar Kabineta za molekularnu genetiku Sluzbe za medicinsku genetiku Instituta za
zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine kao Sto su metode NGS i MLPA su
znacajni koraci koji vode ka preciznoj medicini i perspektiva su savremene medicine.
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Implementacija novih tehnologija sekvenciranja
naredne generacije i istovremenog umnoZavanja vezanih
proba (MLPA, od engl. Multiplex ligation-dependent probe
amplification) je znaCajan dogadaj za geneticki centar i
predstavlja sinhronizovane procese i niz komplementarnih
aktivnosti radi uvodenja nove tehnologije u rutinski rad, kao
i savladavanje izazova i veStina, ne samo pripreme i tehni-
¢kog izvodenja analize, ve¢ i primenu medicinskog 1 klini-
¢kog znanja vezanog za klinicki pregled pacijenata, postav-
ljanje indikacija za molekularno geneticke analize, za bio-
informaticku obradu podataka, interpretaciju rezultata i pri-
menu rezultata za razmatranje specifi¢nih terapijskih opcija
i medicinsko pracenje pacijenata.

Oblast genetike i inovativne geneticke tehnologije, kao
i mogucénosti dijagnostike i leCenja razvijaju se velikom br-
zinom, zahvaljujuci rastucim saznanjima o geneticki uslov-
ljenim stanjima i bolestima, smanjenju troSkova za geneti-
&ka ispitivanja, sve vecoj potrebi za genetikim ispitivanjem
i vecoj potraznji genetickih analiza.

Geneticke tehnologije povecavaju moguénosti i nacin na
koji se mogu dijagnostikovati stanja koja imaju geneticku
etiologiju.

Medicinsko i klini¢ko znanje kao i klini¢ka praksa su od
izuzetnog znacaja za klinicku procenu i predocavanje potre-
ba za genetickim informisanjem i genetiCkim ispitivanjem
za geneticki uzrokovana stanja i bolesti, procenu kojim dija-
gnostickim postupkom dijagnostikovati odredeno stanje i
bolesti, kao i biti objektivan koliko su dobijeni rezultati
informativni, pravilno protumaceni i primenjeni.

Novine o napretku u geneti¢kim analizama i tehnologija-
ma sekvenciranja imaju vazne implikacije za lekare razli-
¢itih specijalnosti i supspecijalnosti koji su ukljuceni u dija-
gnostiku, leCenje, medicinsko pracenje i prevenciju.

Sekvenciranje naredne generacije (NGS; od engl. Next-
generation sequencing) je savremena tehnologija koja
omogucava odredivanje DNK i RNK sekvenci. Za razliku
od tradicionalnog sekvenciranja Sangerovom metodom,
NGS metoda omogucava istovremeno sekvenciranje mil-
iona fragmenata DNK, §to je ¢ini superiornom tehnikom za
razlicite primene u genetici.

Sekvenciranjem se odreduje primarna struktura i taan
redosled nukleotida dezoksiribonukleinske kiseline. U
poredenju sa sekvenciranjem po Sangerovoj metodi koja se
primenjuje za segmente DNK relativno male duZzine, $to je
¢ini pogodnom za analizu pojedinacnih gena ili delova gena,
ali ne i ve¢ih celina genoma, sekvenciranjem naredne gen-
eracije, sekvencira se, paralelno, veliki broj segmenata
DNK, te se potom podaci bioinformaticki analiziraju i inter-
pretiraju. [1]

Smatra se da se oko 85% poznatih genetickih varijanti
koje izazivaju bolest javlja unutar 1% genoma koji sadrzi
egzone i splajsing pozicije, stoga je ispitivanje samo ovog
dela genoma - klini¢ki egzom efikasan dijagnosticki metod
i ¢ini ovaj metod isplativom alternativom sekvenciranju
kompletnog genoma. Sekvenciranje klinickog egzoma je
metoda kojom se identifikuju varijante DNK koje izazivaju
bolest, unutar 1% genoma koji kodira sintezu proteina ili
okruzuje regione koji kodiraju proteine. Ova dijagnosticka
metoda je namenjena primeni u kombinaciji sa klini¢kim
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manifestacijama i drugim markerima bolesti za dijagnostiku,
medicinsko pracenje i1 leCenje pacijenata sa retkim
genetickim poremecajima.

Ono $§to predstavlja i dalje najveci izazov jeste bio-
informaticka obrada podataka i tumacenje rezultata.
Varijante mutacija se klasifikuju prema vodicu za inter-
pretaciju varijanti Americkog koledza za medicinsku ge-
netiku 1 genomiku (engl. American College of Medical
Genetics and Genomics) 1 Asocijacije za molekularnu
patologiju (engl. Association for Molecular Pathology), kao
klasa 1 - benigna, klasa 2 - verovatno benigna, klasa 3 -
varijanta nepoznatog znacaja, klasa 4 - verovatno patogena i
klasa 5 - patogena varijanta.

Kada je inicijalno zapoceta implementacija metode
sekvenciranja naredne generacije, obim dobijenih infor-
macija bio je najveéi izazov ove tehnologije, a bioinfor-
maticka analiza i tumacenje dobijenih rezultata su i danas
izazov.

Za pojedine grupe bolesti dizajnirani su paneli gena za
istovremeno sekvenciranje odredene grupe gena. Paneli
odredenih gena se dizajniraju u zavisnosti od dijagnosti¢kih
potreba.

Uzorak DNK jedne osobe se analizira da bi se odredilo
prisustvo genetickuh varijanti koje dovode do odredene
klinicke slike. Veoma je vazno da se pre ispitivanja sek-
venciranjem naredne generacije tacno opiSu i definiSu
klinicke manifestacije i da se uradi dostupno laboratorij-
sko, biohemijsko, radiolosko i drugo ispitivanje. [23.4.5.6]

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

Svaki termin u klasifikaciji HPO opisuje odredenu
fenotipsku abnormalnost. HPO klasifikacija aktuelno sadrzi
preko 13.000 termina i preko 156.000 naznaka o naslednim
bolestima. HPO projekat ima predviden softver za fenotip-
vodenu diferencijalnu dijagnostiku, genomsku dijagnostiku i
translaciona istrazivanja. HPO je razvijen prema bazama
podataka kao §to su: Orphanet, DECIPHER i OMIM.

Baza podataka Orphanet prikuplja i unapreduje znanja
o retkim bolestima kako bi se unapredila dijagnostika i
leCenje pacijenata sa retkim bolestima. Orphanet ima za cilj
da pruzi najnovije precizne informacije o retkim bolestima i
obezbedi dostupnost saznanja o retkim bolestima svima pod-
jednako. Orphanet ima definisanu Orphanet nomenklaturu
retkih bolesti kao ORPHA kod, koji je od sustinskog znacaja
za poboljSanje vidljivosti retkih bolesti u zdravstvenim i
istrazivackim informacionim sistemima. Orphanet je osno-
van od strane Nacionalnog instituta za zdravstvo i medi-
cinska istrazivanja, 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.
Medutim, mnoge varijante su nove ili izuzetno retke, zbog
cega je klinicka interpretacija izazovna, a genotip-fenotip
korelacije su neodredene. Identifikacija pacijenata koji
imaju iste varijante u odredenom genu i imaju zajednicke
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fenotipske karakteristike dovodi do vece pouzdanosti detek-
tovane varijante u patogenu prirodu mutacije odredenog
gena i omogucava da se jasnije i preciznije definise uloga
gena. Analiza oblika genomske varijante i njenih posledica
(npr. gubitak funkcije ili prekomerna funkcija) omogucava
uvid u mehanizam bolesti i potencijalne terapijske
mogucénosti.

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 bioinformatickih izvora relevantnih za varijan-
tu gena pronadenu kod pacijenta. Varijanta gena pacijenta je
prikazana u kontekstu i normalne i patogene varijacije koje
su prijavljene na odredenom lokusu, ¢ime se olakSava
tumacenje. [8]

Internet baza podataka o nasledivanju po Mendelu
(OMIM; od engl. Online Mendelian Inheritance in Man)
je sveobuhvatna baza informacija o genima coveka i
genetickih fenotipova koja je dostupna preko interneta,
besplatno, i dostupna je svima. Sadrzi informacije o svim
poznatim poremecajima i bolestima koje se nasleduju po
Mendelovom nacéinu nasledivanja sa opisom za preko
16.000 gena. OMIM je fokusiran na genotip-fenotip korela-
ciju i azurira se na dnevnom nivou. Baza podataka je pokre-
nuta 1966. godine od strane dr Viktora A. McKusick kao
katalog karakteristika i poremecaja koji se nasleduju po
Mendelovim pravilima. Internet verzija, OMIM, je postala
dostupna na internetu 1987. godine. [°]

S druge strane, za geneticki centar vazna je i ekonomski
isplativa implementacija komplementarne tehnike, MLPA
tehnike, koja je semikvantitativna, pouzdana, brza, visoko
senzitivna i specificna molekularno geneticka tehnika kojom
se mogu detektovati promene varijacije broja kopija (CNV,
engl. Copy number variation) - najces¢i oblik geneticke
varijacije kao i mikrodelecije i mikroduplikacije u odre-
denim i1 prethodno poznatim regijama genoma koje su
povezane sa specifi¢nim genetickim stanjem na vec¢em broju
odabranih lokusa (uglavnom do 50) u jednoj reakciji.
Analiticka osetljivost i specificnost MLPA metode je 99%.

Postoje i odredena ograni¢enja MLPA analize koja
ukljucuju nemoguénost detekcije: balansiranih hromo-
zomskih rearanzmana, telomeri¢nih delecija i duplikacija,
nemogucnost detekcije delecija i duplikacija izvan opsega
koris¢enih MLPA sondi, kao i nemoguénost detekcije ta-
Ckastih mutacija, malih indel mutacija, mutacija mito-
hondrijalne DNK i niskog stepena mozaicizma. Ograni¢enja
MLPA analize ukljucuju i visoku osetljivost na konta-
minante uzoraka.

Lazno pozitivni ili lazno negativni rezultati mogu nastati
zbog retkih varijanti sekvenci u ciljanom regionu MLPA
probe. Do smanjenja veli¢ine pika mogu dovesti i tackaste
mutacije ili polimorfizmi sekvenci, te ukoliko se MLPA
analizom detektuju delecije pojedinacnog egzona, nalaz
uvek treba proveriti i potvrditi drugim tehni¢kim metodama
kao sto su PCR i sekvenciranje. Varijante broja kopija alela
uzrokuju preko 4.000 razli¢itih genetickih obolje-
nja. Varijante broja kopija uzrokuju geneticke bolesti sa
incidencijom od oko 0,7% kod populacije kavkaskog
porekla u koju spada veéina populacije AP Vojvodine i
Republike Srbije. Razlicite varijante broja kopija dovode do
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razli¢itog toka bolesti. Sindromi mikrodelecije i mikro-
duplikacije su definisani kao grupa klinicki prepoznatljivih
poremecaja koje karakterie mala (< 5 Mb) delecija ili
duplikacija hromozomskog segmenta koji obuhvata jedan ili
viSe gena. Klini¢ki prepoznatljivi i dobro opisani mikro-
delecioni sindromi, za koje je utvrden poremecaj funkcije
vise gena uklju¢uju DiDzordz sindrom (22qll mikro-
delecija), Villiams-Beuren sindrom (7qll mikrodelecija),
Smit-Magenis sindrom (17p mikrodelecija) i drugi.

Vecina pacijenata sa sindromom mikrodeleci-
je/mikroduplikacije ima zaostajanje u razvoju, intelektualnu
ometenost, kongenitalne anomalije i dismorfne karakteri-
stike. Mikrodelecije i mikroduplikacije se ne mogu detek-
tovati klasi¢nom kariotipizacijom ili kariotipizacijom visoke
rezolucije (2-5 Mb), ve¢ je neophodna primena tehnika
molekularne genetike kao $to su: istovremeno umnozavanje
vezanih proba - MLPA ili komparativna genomska
hibridizacija —molekularni kariotip.

MLPA analiza se zasniva na izdvajanju DNK iz uzoraka
periferne krvi, amnionske te¢nosti, horionskih cupica,
fetalne krvi, mrlje krvi na filter papiru, bukalne sluznice ili
drugog tkiva i istovremenom umnoZzavanju veceg broja
razli¢itih lokusa na analiziranim hromozomima, multiploj
PCR reakciji i analizi broja i intenziteta signala dobijenih u
procesu fragmentne analize na genetickom analizatoru —
kapilarnoj elektroforezi i ocitavanjem signala posebnim
softverom.

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

MLPA je efikasna metoda za otkrivanje varijanti broja
kopija segmenata gena i zasniva se na relativnoj kvanti-
fikaciji specifiénih nizova DNK hibridizacijom genomske
DNK mesavinom prajmera. Ova metodologija omogucéava
analizu promena broja kopija u do 50 razli¢itih nizova u
jednoj analizi. Broj ponovaka za odredeni lokus je varija-
bilan kod obolelih osoba. Koli¢ina PCR produkta je direktno
proporcionalna karakteristikama pikova - vrhova na elektro-
ferogramu za odredeni lokus. Ovakvi markeri daju karak-
teristicne pikove na elektroferogramu koji su direktno pro-
porcionalani koli¢ini 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
sadrze probe za razli¢ite genomske lokuse koji se koriste u
dijagnostici velikog broja genetickih bolesti. Za najcesce
mikrodelecione/mikroduplikacione sindrome, najcesce
kori$¢eni kit je P064 SALSA MLPA kit.

UVODENJE METODE SEKVENCIRANJA
NAREDNE GENERACIJE (NGS)

Od novih tehnologija, u Kabinetu za molekularnu ge-
netiku Sluzbe za medicinsku genetiku, tokom perioda 2021-
2024. godine uvedene su metoda sekvenciranja naredne
generacije — za analizu klinickog egzoma i metoda isto-
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vremenog umnozavanja vezanih proba. Broj uradenih ana-
liza je srazmeran kapacitetu Kabineta za molekularnu
genetiku i Sluzbe za medicinsku genetiku a prijem pacije-
nata kojima se indikuju molekularno geneticke analize se
postepeno povecava srazmerno povecanju kapaciteta i
mogucénosti sluzbe.

U Kabinetu za molekularnu genetiku sluzbe za medi-
cinsku genetiku tokom navedenog perioda, izolacija DNK
ispitivane osobe se obavljala metodom Qiagen Dna Blood.
U cilju identifikacije prisustva uzro¢nih genetickih varijanti
uradeno je sekvenciranje naredne generacije 4813 klinicki
relevantnih gena klinickog egzoma. Sekvence kodirajuc¢ih
egzona i granica introna i egzona svih 4813 gena su dobijene
koris¢enjem TruSight One Illumina panela. Dobijene
sekvence su uporedivane sa sekvencama referentnog huma-
nog genoma (hg/9). U analizu nisu ukljuc¢ene sekvence koje
su prisutne u kontrolnim bazama podataka (GnomAd, ExAC
i 1000 Genomes) sa ucestalos¢u vecom od 1%. Preostale,
retke varijante su analizirane prema njihovom efektu na pro-
tein 1 prema nacinu nasledivanja za odredeni gen.

U interpretaciji nalaza, vezano za sekvenciranje klini-
¢kog egzoma, poznato je da kod ispitanika moze da se utvrdi
prisustvo heterozigotne ili homozigotne varijante gena tipa
misens, nonsens, frejmsift ili druge mutacije - varijante gena
koje mogu, ali i ne moraju biti potvrdeni uzrok odredene
bolesti zbog koje se osoba ispituje. Za detektovane varijante
gena metodom sekvenciranja naredne generacije, procenjuju
se in silico baze podataka (SIFT, PolyPhen2;
MutationTaster i druge) 1 procenjuje se da li detektovana
patogena geneticka varijanta uzrokuje gubitak funkcije
odredenog proteina. U prilog patogenom efektu odredene
geneticke varijante idu Cinjenice da: 1) Geneti¢ka varijanta
nije pronadena kod kontrolne populacije u gnomAd projektu
ili je niske ucestalosti. 2) Ukoliko detektovana geneticka
varijanta dovodi do promene redosleda niza aminokiselina
odredenog proteina; 3) Nacin na koji su u prethodnom peri-
odu geneticke baze podataka klasifikovale odredenu detek-
tovanu geneti¢ku varijantu kao patogenu; 4) Ukoliko
informaticki softverski modeli daju predikciju da odredena
geneticka varijanta moZe imati patogeni efekat.

Glavni izazovi metode sekvenciranja naredne generacije
ukljucuju kvalitet i taénost podataka, obzirom da sekvenci-
ranje generiSe ogromne koli¢ine podataka, koji zahtevaju
rigoroznu Kkontrolu kvaliteta i validaciju. Na NGS
podatke mogu uticati razli€iti izvori greSaka, kao Sto su
greske sekvenciranja, kontaminacija uzorka i greSke porav-
nanja. Ove greske mogu dovesti do lazno pozitivnih, lazno
negativnih rezultata ili do pogresnog tumacenja rezultata.
Bioinformaticka analiza podataka je slozen, intenzivan i
zahtevan proces i zahteva algoritme, koji se stalno razvijaju
i poboljsavaju. Interpretacija NGS podataka moze biti
izazovna, posebno za nekodirajuce regione, strukturne i
retke varijante. Tumacenje podataka dobijenih sekvenci-
ranjem zahteva integraciju viSe baza podataka kao i podatke
iz relevantne medicinske literature. Interpretacija podataka
takode zahteva stru¢no klinicko znanje i klini¢ku validaciju.
Cuvanje podataka predstavlja dodatni izazov vezan za

bezbednost obimnih podataka i materijalne troskove.
[11,12,13]

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

U tabeli 1 su rezultati analize klinickog egzoma kod
osoba testiranih na monogenske bolesti sa nazivom bolesti,
odgovornim genom, lokacijom geneticke varijante,
medunarodno priznatim standardom za opis varijanti
sekvence DNK, RNK i proteina — nomenklature ,,Drustva za
varijacije genoma ¢oveka® (HGVS, od engl. Human Genom
Variante Society), klasifikacijom geneticke varijante sa In
Silico predikcijom, modelom nasledivanja, kodom baze
podataka ,,Online Mendelovo naslede kod ¢oveka™ (OMIM;
od engl. ,,Online Mendelian Inheritance in Man*) i
Orphanet kodom.

UVODENJE METODE ISTOVREMENOG
UMNOZAVANJA VEZANIH PROBA (MLPA)

Metoda istovremenog umnozavanja 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 akrocentricnih hromozoma (13, 14,
15, 211 22), te je za te hromozome ukljucena dodatna proba
za detekciju q kraka u blizini centromere. Sve MLPA probe
razdvajaju se i detektuju kapilarnom elektroforezom
genetickim analizatorom. Za analizu MLPA podataka koristi
se softver Coffalyser koji je dostupan na web strani
proizvodaca www.mrc-holland.com.

Svaki se uzorak analizira poredenjem sa tri kontrolna
uzorka (npr. dva negativna i jedan pozitivan). MLPA analiza
je radena P064 probemix metodom i zasniva se na lan¢anoj
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 1 kvantifikovali signali koji poti¢u od razli¢itih pro-
ba. Prva je analiza fragmenata ¢ijim je vizuelnim pregledom
moguce utvrditi kvalitet MLPA reakcije i DNK uzorka, po-
tom se vrs$i odvajanje kapilarnom elektroforezom. Upored-
nom analizom produkata, ako je pravilno izvedena svaka
prethodna analiza, zavrSena je softverska obrada i analiza.
Rezultati su dostupni za interpretaciju u formi — grafikona
(engl. Ratio chart), u formi elektroferograma (engl.
Electropherogram) 1 tabelom sa navedenim numerickim
rezultatima (engl. Sample report chart). [6]

Da bi se mogli ocitati rezultati, broj kopija za svaki
ispitivani segment uzorka se utvrduje na osnovu broja kopija
kod zdravih osoba sa referentnom DNK za svaki razliciti
MLPA produkt. Poredi se opseg signala uzorka prema
opsegu signala referentne DNK. Rezultati su prikazani na
brojevnoj osi i rezultat 0,5 predstavlja jednu trazenu 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 potvrdena je dijagnoza sindroma mikrodelecije
u 10 slucajeva od analiziranih 97 uzoraka analizom
istovremenog umnozavanja vezanih proba i dijagnosticki
doprinos tehnike istovremenog umnozavanja vezanih proba

Aktuelne teme / Current topicscs



Medicinska revija WLy Medical review

Tabela 1. Prikaz rezultata analize klinickog egzoma sa detekcijom patogenih i verovatno patogenih genetickih varijanti

Lokacija
Varijante . . . P . .. Model
Fenotip Gen GRCh37 HGVS opis Tip i Klasifikacija GinparIDi diEsilico nasledivanja/ OMIM | Orphanet
varijante (ACMG) klasifikacija predikcija .
(hg19) Zigotnost
X NM_000051.3 Nonsens mutacija p— Autozomno
ATM ChIslsli o ¢.6100C>T Klasa 5 - - recesivio 100
p-(Arg2034Ter) patogena = Heterozigot
Sift: 208900
. ﬁlmi‘?ciagm il logl | NM_0000513 MIS;‘;S m‘;acua 1757070: Ostecujué | 4 tozomno
ane ) ATM & : ¢.7089G>C asiin Verovatno 4 recesivno 100
98485 (Lys2363Asn) nepoznatog atogena Folypher: Heterozigot
PAgasand znacenja patog Verovatno g
ostecujuca
5
chriz.l,fZS NM_00165927.1: Inframe 3 delecija 217677 Autozomno
MKS1 TAC;G;T c.1085_1087del Klasa 3 — nepoznatog Patocena recesivno 475
indel p-Ser362del znacenja e Heterozigot 213300
Joubert sindrom chrl17:5628 NM 0017777.3: Misens mutacija 1393 Autozomno 617121
MKS1 3840 c.1476T>G Klasa 3— nepoznatog Pato ;:na i recesivno 475
A=C p-Cys492Tmp znacenja g Heterozigot
- chrl7:4827 NM_000088.4 : Autozomno
: ) 59
in?;:?i?ﬁ; | | coLial 1393 ¢ 1678G>T Klasal\ff;ﬁogena P’;gzg?a dominantno | 166200 666
C=A p-Gly560Cys T i Heterozigot
. chrl17:4827 NM_000088.4 . Autozomno
- S 5 .
_ Osteogenesis COLIAlL 1393 c.1678G>T Misens 926860 dominantno | 166200 666
imperfecta tip 1 CoA p.Gly360Cys Klasa 5 — patogena Patogena Heterozigot
A NM70>0 1005741 Misens mutacija Autozomno
Sfingolipidoza GBA chrl '1352(‘) 2¢.1226A>G Klasa 5— patogena 4290 recesivno 230800 355
5622 T=C Patogena :
p-Asn409Ser = Homozigot
Sift:
NM. 0002714 Misens mutacija Ostecuius Autozomno
- .. chr18:2111 ¢.3182T>C : 2967 a :
- 2572
Sfingolipidoza NEG 6700 p.(Ile1061Thr) I;l';lsa 3 Patogena PolyPhen: ﬁecesn_"not 257220 646
Exon: 21/25 atogena Moguce omozIgo
ostecujuca
NM_001844.4 Misens mutacija 2137332 ogtselc'f;uc'
. . =aeimiy Klasa 3 — U = Autozomno
- >
Spondilocpifizeal | iy )y | chrl2:4837 €.2600G=A Varijanta | dominanmo | 183900 | 94068
na displazija 4362 p(Gly867Asp) o Verovatno PolyPhen: o .
Exon: 39/54 nepothr cnog Patogena Verovatno eterozigot
znacenja -
ostecujuca
N1\g790203?izugz3 Erameshifiindel Autozomno
poca | chr13:1009 Cews 08ghe mutacija 310846 e
: 25451 s 5 Klasa 5 — Patogena e
Ex;)n: ié,/24 Patogena ¢
: . .. ift: 5 5
Propionska NM 000282 3 Misens mutacija Oétset:'f:iué 606054 8
acidemija peca | chrilon c2042T>G Rlasa 3 - a Aulfozomr
: 79930 p.(Val681Gly) ne;;ﬂi‘;tzg PolyPhen: };:f:ri;“g‘; .
.93/ -
Exon: 23/24 maera \{ero,V "_1tnlo
_ ostecujuca
- NM*OOO“;M'D Nonsens mutacija - X vezano
Hipofosfatemija PHEX chrX:22132 ¢ 1209G>A Klasa 5 — 263503 dominantno 307800 89936
611 p.(Trp403Ter) pato oe;na Patogena Heterozigot N
Exon: 11/22 °
Sift:
] NM_001271.3 5 S
R?]ZV(t):lflka hrl5-9354 c.4173dup Frames:nﬁ.mdel 218396 Ostecujue Autozomno
SDLEDHOLS. | CHD? | “Ml® p.(GIn1392Thrfs mutaca > 4 dominantno | 615369 1934
encefalopatija tip 5433 Terl7) Klasa 5 — Patogena Polyphen: Heteromaot
94 Exon: 33/39 patogena Verovatno g
o ostecujuca
Misens
Sift:
NM_006446.4 A
Gilbert SLCOIB | chrl2:2133 ¢3521T>C 27346 ORteeiue ADIRE. 143500
Sindrom 1 1549 p.(Val174Ala) . a . 2>
e Polyphen: Heterozigot
Exon: 6/15 ~
U Verovatno
oste¢ujuca
NM 000374 4 Misens mutacija.
. - Swesn Stop » Autozomno
Porphyria cutanea chrl:45479 c.616C>T 15402 :
tarda UROD 722 p.(GIn206Ter) ‘ kod(?n. Patogena domma.r_nno 176100 101330
Exon: 6/10 Klasa 4 — verovatno Heterozigot
) patogena
Misens mutacija 5 Sl,ﬁ:. ,
: NM 001851.4 Ostecujuc
Multipla chr6:71003 ¢ 580G>A Klasa 3 — 5 Autozomno
epifizealna COL9AL : + N - Varijanta . dominantno 614135 251
displazija 935 p.(]?sp 1_9;7,‘?;11) nepotvrdenog i’/olyf?hten. Heterozigot
A0 znacenja SIgVaLIo
otecujuca

sindrom, tri - Williams sindroma, jedan — sindrom macjeg
placa (od franc.: Cri-du-chat sindrom), Tabela 3.

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

u navedenom periodu za uradene analize iznosio je 10,3%.
Geneticke dijagnoze naslednih bolesti su potvrdene za dva
slu¢aja Prader Willi sindroma, jedan slucaj - Angelman
sindroma, dva — DiDzordz sindroma, jedan -Miler Dicker

Kavecan I. et al @ MD-Medical Data 2025;17(1): 029-037
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Tabela 1. NASTAVAK
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Lokacija Model
2 Varijante 5 Tip i klasifikacija ClinVar ID i In Silico = "
Fenotip Gen GRCh37 HGVS opis varijante (ACMG) Klasifikacija predikeija "“ZSI.”'["““{”/ OMIM  Orphanet
(hgl9) igotnos
NM_017890.4 Misens O“tSi'ﬂ': ] Aforor o
i _ N P - .. - stecujuca N
VPS13B chr8:10056 ¢.5024G>T Splajsing region PolyPhen: recesimo
8881 p.(Serl675Ile) Klasa 3— Mogud .
A oguce Heterozigot
Exon: 31/62 VvuS ostecujucéa
giaes o 216550 193
Cohenov sindrom pa)sig cz
Vpsi3p | Chr8:10016 | NM 0178904 akceptor 800514 podataka Ar‘e‘gi’sizo
° 8775 c.2014-2A>G Klasa 5— Patogena PolyPhen: .
2 Heterozigot
Patogena Bez
podataka
Misens Sift:
.. 305 .
NM_000273.2 mutacija 930593 Ostecujuc X vezano
’ chrX:97076 c.947G>A Klasa 3 — 5 a recesivno
GPRI143 98 p.(Cys316Tyr) Varijanta \an? anta PolyPhen:
; nepotvrdenog 7 .
Exon: 8/9 nepotvrdenog Tnadenia Moguce Heterozigot
Kongenitalni X znacenja acen) ostecujuéa 300814 54
vezani nystagmus Sift: N )
NM_000273.2 Misens Ostecujué X vezano
chrX:97337 c.85T>C mutacija a recesivno
GERIA3 73 p-(Phe29Leu) Klasa 3 — PolyPhen:
Exon: 1/9 vus Moguce Heterozigot
ostecujuca |
NM 0010248 Misens mutacija N
. 472 98.2.3 33 PolyPhen: Auto_zomno
Loeys-Dietz | pappp, | chr330713 . 1243G>A Klasa.3= Varijanta | oo ame | dominantno g0 60 | 60030
sindrom tip 2 843 - A Varijanta nepoznatog iz = o
p-(Asp415Asn) L ostecujuca .
5 nepotvrdenog znacenja Heterozigot
Exon: 5/8 .
znacenja
chr4:18061 NM_000142.5: - Autozomno
Ahondroplazija FGFR3 19 c.1138G>A Kf:av Nq[tlzere‘;q P;t?zeia dominantno | 100800 15
G=>A p-(Gly380Arg) s3 patogen g Heterozigot
179447
Konfliktna
Familijattia chr19:5566 NM_000363.5: klasifikacija: Al
e TNNT3 7647 C204del. SNV delecija Patogenau4 dominantno | 115210 | 217635
L . delC p-(Arg69AlafsTer Klasa: patogena slucaja -
kardiomiopatija - Heterozigot
G Egzon 5 8) Verovatno
patogena (3)
VUS (5)
35 5
Aritmogena chrééfz_94 NM_00 200}242' SNV 6757 Autozomno
displazija desne PKP2 o Splice site donor . dominantno 609040 247
C=T c.2357+1G>A i Patogena z
komore ; Klasa: patogena Heterozigot
Intron 12 p.?

Dijagnostic¢ki doprinos uglavnom zavisi od indikacija
ispitivanih osoba. Oko 10-20% pacijenata sa urodenim ano-
malijama, kognitivnim i bihejvioralnim razvojnim kasnje-
njem ili intelektualnom ometenoséu koje su analizirane pro-
bemiksom P064 moze imati ispitivane mikrodelecije ili
mikroduplikacije, $to dovodi do znacajnog dijagnostickog
doprinosa kod osoba sa intelektualnom ometenoséu.
Analiti¢ki u¢inak moze biti smanjen zbog: SNV ili drugim
polimorfizmima u ciljnoj sekvenci DNK, neéistocama u
uzorku DNK, nepotpunom denaturacijom DNK, upotrebom
nedovoljne ili prevelike koncentracije uzorka DNK, upotre-
bom nedovoljnih ili neodgovarajucih referentnih uzoraka,
problemima sa kapilarnom elektroforezom ili drugim tehnic-
kim greskama validacije i kontrole kvaliteta. Opsti protokol
MLPA sadrzi tehni¢ke smernice i informacije o evalua-
ciji/normalizaciji podataka. Za analizu podataka se koristi
softver Coffaliser.Net u kombinaciji sa odgovarajucom spe-
cificnom MLPA Coffaliser listom.

INOVATIVNE GENETICKE TEHNOLOGIJE

Uprkos svim izazovima, geneticke tehnologije se stalno
razvijaju i pobolj$avaju, i nude inovativne mogucnosti i
pravce za buduca istraZivanja i primene, kao §to su:

1. Sekvenciranje tehnikom ocitavanja dugackih
sekvenci genoma (od engl. Long-read sequencing) koje
moze da omoguci o€itavanje informacija u rasponu od neko-
liko desetina kilobaza do nekoliko megabaza, u poredenju sa

oCitavanjem kratkih sekvenci tehnikom NGS koja obi¢no
sadrzi manje od 300 baznih parova. Sekvenciranje tehnikom
otitavanja dugackih sekvenci moze prevazici odredena
ogranicenja sekvenciranja druge generacije kao $to je detek-
cija repetitivnih sekvenci, otkrivanje strukturnih varijanti
poput translokacija i inverzija, moze pruziti vise informacija
vezanih za profil metilacije i moguce je odrediti segregaciju
nekoliko desetina kilobaza do nekoliko megabaza. Kako ova
tehnika ne zahteva PCR amplifikaciju postoji manji rizik za
pojavu greSaka vezanih za amplifikaciju, a pokrivenost
genoma je homogenija. Sekvenciranje o€itavanja dugackih
sekvenci moze da se sprovodi na razlicitim platformama,
kao sto 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 omogucava analizu pojedinaénih
celija istovremenim sekvenciranjem vise miliona fragmena-
ta direktno iz jednog molekula DNK optickim nano-
uredajem. Ova metoda omogucava testiranje fetalne DNK iz
uzorka krvi trudnice i moze se koristiti za neinvazivne pre-
natalne testove ¢ime se smanjuje rizik za fetus. Prednost
tehnike je duzina o€itavanja sekvenci i mogucnost sekvenci-
ranja oba lanca DNK molekula. [15]

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

Sindromi koji se mogu detektovati u jednoj analizi P064 probemix
Sindrom Geneti¢ki lokus OMIM Broj proba
1p36 delecija 1p36 607872 4
Volf Hirshorn sindrom 4pl6.3 194190 4
Cri-du-chat sindrom 5pls 123450 5
Sotos sindrom 5q35.3 117550 3
Saethre-Chotzen sindrom 7p2l.1 101400 2
Sindrom Williams-Beuren 7ql1.23 194050 ;
Sindrom Williams duplikacioni sindrom 7ql1.23 609757 )
Trihorinofalangealni sindrom tip 2 8q24.11-q24.13 150230 3
WAGR sindrom 11pl13 194072 3
Prader Willi sindrom 15ql1.2 176270 M
Angelman sindrom 15q11.2 105830
Rubinstajn Tejbi sindrom 16pl3.3 180849 2
Miler Diker sindrom 17pl13.3 247200 %
Lizencefalija 1 17pl13.3 607432
Smit Magenis sindrom 17pll.2 182290 3
Potocki Lupski sindrom 17pl1.2 610883
Alazileov sindrom 20pl2.2 118450 2
Di Dzordz sindrom 22ql1.21 188400 _
22q11.2 mikroduplikacioni sindrom 22ql1.2 608363 F
Phelan McDermid sindrom 22ql3 606232 2

Tabela 3. Prikaz rezultata MLPA analize sa dijagnostikovanim mikrodelecijama

Broj
. » . ! . Genetic¢ki Model ORPHANET
Sindrom dijagnostikovanih . . OMIM
. . lokus nasledivanja kod
slucajeva
Prader-Willi , A Autozomno 196270 _—
A . 104
sindrom q dominantno/NA ' '
Angelman i}
- 1 15ql11.2 NA 105830 72
sindrom
Di Dzordz Autozomno
. 2 22ql1.21 . 188400 567
sindrom dominantno
Miler Diker Autozomno
. 1 17p13.3 . 247200 531
sindrom dominantno
Sindrom Autozomno
. 3 7ql11.23 . 194050 904
Williams-Beuren dominantno
Cri du Chat g i}
. 1 Spls NA 123450 281
sindrom
NA: nije primenljivo
i pripremom biblioteke. ISS se razlikuje od konvencionalnih ZAKLJUCAK

pristupa sekvenciranja kojim se analiziraju uzorci nakon
uklanjanja iz njihovog endogenog okruzenja. ISS tehnikom
moze da se identifikuje prisustvo i prostorna lokacija
sekvenci RNK koriste¢i sekvenciranje naredne generacije,
uz ocuvanje originalnog tkiva ili Celije. Pristupi sekven-
ciranja Cetvrte generacije imaju primenu u genskoj terapiji,
inZenjeringu mati¢nih éelija i tkiva i u druge svrhe. [16]

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

Sekvenciranje je superiorna tehnologija koja je unapre-
dila primenu genomike u klinickoj praksi. Uvodenje i imple-
mentacija novih tehnologija u geneticki centar Kabineta za
molekularnu genetiku Sluzbe za medicinsku genetiku Insti-
tuta za zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine u No-
vom Sadu kao §to su sekvenciranje naredne generacije za
analizu klinickog egzoma i tehnika istovremenog umno-
zavanja vezanih proba su znacajni 1 vazni koraci koji vode
ka preciznoj medicini i perspektiva su savremene medicine.
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Slika 1. Komparativna analiza istovremenog umnoZavanja vezanih proba za Di Dzordz sindrom (CLTCL 1-3; CDC45-1; GNBIL-
8; DGCRS-2; ZNF74-2; MED15-10; SNAP29-3 — prisutna heterozigotna delecija — obelezeno crvenom bojom vrednosti u rasponu od
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Slika 2. Elektroferogram istovremenog umnozavanja vezanih proba za DiDzZordz 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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