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Molekularna dijagnostikaMolekularna dijagnostika 
genetičkih bolesti 

i Europska mreža za kvalitetu 
molekularne dijagnostike 

Jadranka Sertić, Hana Ljubić, Ana Merkler

HAZU, Odbor za primjenjenu genomiku, 16.listopada 2017.
Molekularna genetika – novosti u dijagnostici i terapiji

Molekula života – DNA
Humani genomHumani genom

Francis Collins,2003.

https://www.slideshare.net/nirmalajosephine1/biology‐form‐5‐chapter‐5‐53‐a‐
dna
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We now know how God 
wrote  the  book  of  life

But  do  we  know 
how to read the book ?

Bill Clinton 2003.
https://deista.wordpress.com/2012/03/13/deismo‐y‐division‐deista/

Precizna medicina –
nacionalni prioritetnacionalni prioritet

President Obama, 2015.
https://www.nih.gov/allofus‐research‐
program/precision‐medicine‐initiative‐storify‐collection
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“The UK will sequence 100,000 genomes 
from patients with cancer or rare disease”

The aims are to: 
• improve diagnosis of patients with rare 

disease
d d f• increase understanding of tumour 

variants that predict therapeutic 
response to targeted cancer drugs

• accelerate uptake of genomic medicine 
in the NHS

• stimulate and enhance UK industry and 
investment in genomics

https://citas.in/autores/david‐cameron/o=new

David Cameron, 2012.

DNA sekvenciranje

gel‐P32 kapilarna elektroforeza sekvenciranje

sljedeće generacije
tisuću bp / dan milijun bp / dan bilijun bp / dan

Hibridizacijske tehnike
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Europska mreža za kvalitetu 
molekularne dijagnostikemolekularne dijagnostike

https://www.eurogentest.org

Harmonizacija genetičkog testiranja u 
EuropiEuropi

https://eurogentest.org/
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https://www.eurogentest.org

1991 molekularna dijagnostika u Hrvatskoj1991. molekularna dijagnostika u Hrvatskoj

Cistična fibroza – monogenska bolest

Zergollern Lj, Stavljenić‐Rukavina A, Barišić I, Sertić J. 

F508 deletion in Croatian cystic fibrosis patients.

Acta Med Croat 1992;46:181‐184.
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WHO: The Molecular Genetic 
Epidemiology of Cystic Fibrosis

.

Recommen

Dequeker E, Cuppens H, Dodge J, Estivill X, Goossens M, Pignatti PF,et al.
Recommendations for quality improvement in genetic testing for cystic
fibrosis. European Concerted Action on Cystic Fibrosis. Eur J Hum
Genet.2000;8:2‐24.

WHO - Pojavnost CFTR mutacija
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KBC Zagreb, KZLD-LBL

Molekularna dijagnostika genetičkih bolesti 
Genetičke bolesti

Azoospermija (mikrodelecije kromosoma Y - AZF)
Charcot-Marie-Tooth tip CMT1B - (sekvenciranje MPZ)
Charcot-Marie-Tooth tip CMTX1 (sekvenciranje GJB1)
Cistična fibroza CF (CFTR)
Deficit alfa-1-antitripsina (SERPINA1)
Friedrichova ataksija FA (FXN)
Gilbertov sindrom (UGT1A1)
Huntingtonova koreja HD (HTT)
Miotonična distrofija tipa 1 MD1 (DMPK)
Miotonična distrofija tipa 2 MD2 (CNBP)
Mišićna distrofija DMD/BMD (DMD)
Monogenski dijabetes MODY (sekvenciranje HNF1A, HNF4A i GCK)
M lti l d k i l ij MEN1 ( k i j MEN1)

Rizični čimbenici

ACE - angiotenzin-konvertirajući enzim
ADPN - adiponektin
APOB - apolipoprotein B
APOE - apolipoprotein E
GPIa - glikoprotein Ia
HP - haptoglobin
IL-6 - interleukin-6
LPL - lipoprotein-lipaza
MTHFR - metilentetrahidrofolat-reduktaza
PPAR - receptori za aktivator proliferacije 
peroksisoma

Multipla endokrina neoplazija - MEN1 (sekvenciranje MEN1) 
Multipla endokrina neoplazija - MEN2 (sekvenciranje RET) 
Nasljedna hemokromatoza (HFE)
Nasljedne neuropatije CMT/HNPP (PMP22)
Neutropenija (sekvenciranje ELANE i HAX1)
Shwachman-Diamondov sindrom (sekvenciranje SBDS)
Sindrom fragilnog kromosoma X FRAX (FMR1)
Spinalna mišićna atrofija SMA (SMN1, SMN2, NAIP) 
Spinocerebelarne ataksije SCA tipa 1, 2, 3, 6 i 7 (ATXN1, ATXN2, ATXN3, 
CACNA1A , ATXN7)
Wilsonova bolest WB (sekvenciranje ATP7B)
X-vezana agamaglobulinemija (sekvenciranje BTK)
X-vezani hiper-IgM sindrom (sekvenciranje CD40LG)
X-vezani limfoproliferativni sindrom (sekvenciranje SH2D1A)

Mitohondrijske bolesti

MELAS (MT-TL1)
MERRF (MT-TK)
NARP (MT-ATP6)

 Domagoj Caban, mag.med.lab.diagn.
 Senka Škaro, bacc.med.lab.diagn.
 Ana Acman Barišić, bacc.med.lab.diagn.
 Karolina Petrović, zdrav.lab. tehničar

 Domagoj Caban, mag.med.lab.diagn.
 Senka Škaro, bacc.med.lab.diagn.
 Ana Acman Barišić, bacc.med.lab.diagn.
 Karolina Petrović, zdrav.lab. tehničar

 Prof.dr.sc. Jadranka Sertić, 
spec.med.biokem.
 Dr.sc. Hana Ljubić, mag.biol.
 Dr.sc. Ana Merkler, 
mag.ing.bioproc.inž

 Prof.dr.sc. Jadranka Sertić, 
spec.med.biokem.
 Dr.sc. Hana Ljubić, mag.biol.
 Dr.sc. Ana Merkler, 
mag.ing.bioproc.inž

Molekularna dijagnostika -
j k j k lit tvanjska procjena kvalitete  

https://www.instand-ev.de/en.html
https://www.rfb.bio/cgi/switchLang?lang=en

https://www.emqn.org/
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EMQN -2016. 
32 sheme za specifičnu bolest, 515 laboratorija

https://www.emqn.org

CF Network

KBC Zagreb: 1998. -

www.emqn.org/
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Međunarodni certifikat

Ocjenitelji - EMQN za shemu Huntingtonova bolestj j g

Osoba Država Funkcija
Peter Bauer Njemačka Organizator sheme
Monique Losekoot Nizozemska Ocjenitelj
Anniek Corveleyn Belgija Ocjenitelj
Sara Seneca Belgija Ocjenitelj
Hana Ljubić Hrvatska OcjeniteljHana Ljubić Hrvatska Ocjenitelj

Losekoot M, van Belzen MJ, Seneca S, Bauer P, Stenhouse SA, Barton 
DE., European Molecular Genetic Quality Network (EMQN).

EMQN/CMGS best practice guidelines for the molecular genetic testing of 
Huntington disease.

Eur J Hum Genet. 2013;21(5):480‐6.
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Ocjenitelji - EMQN za shemu Miotonična distrofija tip 1 

Osoba Država Funkcija
Morten Duno Danska Organizator sheme
Erik Jan Kamsteeg Nizozemska Ocjenitelj
Ana Merkler Hrvatska Ocjenitelj

Kamsteeg EJ, et al. 
Best practice guidelines and recommendations on the molecular diagnosis 

of myotonic dystrophy types 1 and 2. 
Eur J Hum Genet. 2012;20(12):1203‐8.

www.treat-nmd.eu

Međunarodni registar bolesnika 
s neuromuskularnim bolestima

Hrvatska

DMD   47
BMD   18
SMA   48 

Nina Barišić. KBC Zagreb
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Merkler A, Kelecic J, Tjesic‐Drinkovic D, Baric I, Vukovic J, Sarnavka V. et al. 
Molecular Diagnostics of Severe Congenital Neutropenia and Shwachman‐Diamond 

Syndrome in Seven Croatian Families. 
J Cli I l 2014 34 (S l 2) 363

Nove mutacije utvrđene u genima za primarne imunodeficijencije
BTK

J Clin Immunol. 2014;34 (Suppl 2):363.

Merkler A, Richter D, Kelecic J, Ljubic H, Caban D, Sertic J. 
Genetic basis of primary immunodeficiencies in Croatian patients.

Eur J Hum Genet. 2013;21 (Suppl 2): 237.

c.1349+1G>C

c.831_839+2delAATGTATGAGT

c.974+4A>G

ELANE

c.213C>G, p.Cys71Trp

HAX1

c.737A>C, p.Asp246Ala

Ljubić H, Kalauz M, Telarović S, Ferenci P, Ostojić R, Noli MC, Lepori MB, Hrstić I, 
Vuković J PremužićM Radić D Grubelić Ravić K Sertić J Merkler A AcmanVuković J, PremužićM, Radić D, Grubelić Ravić K, Sertić J, Merkler A, Acman

Barišić A, Loudianos G, Vucelić B.
ATP7B Gene Mutations in Croatian Patients with Wilson Disease.
Genetic Testing and Molecular Biomarkers. 2016;20:112‐7.

Nove mutacije utvrđene u genu ATP7B

c 3079G>A p Asp1027Asnc.3079G>A, p.Asp1027Asn

c.3088G>A, p.Gly1030Ser

c.4295C>T, p.Ser1432Phe
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Ana Merkler
Genske mutacije u nasljednim demijelinizirajućim polineuropatijama Charcot‐

Marie‐Tooth tipa 1 u stanovništva Republike Hrvatske.
Doktorski rad, 2017. Zagreb: Sveučilište u Zagrebu

Prirodoslovno‐matematički fakultet.

Nove mutacije utvrđene u genima za nasljedne neuropatije

PMP22 

c.2T>C, p.Met1Thr

59 64d lTCGTCT Ph 20 V l21d lc.59_64delTCGTCT, p.Phe20_Val21del

GJB1 

c.86T>C, p.Phe29Ser

c.422T>C, p.Phe141Ser

c.529G>A, p.Val177Met

Multifaktorske bolesti / 
genetička heterogenostgenetička heterogenost

 Funkcijska genomika i proteomika rizičnih 

čimbenika ateroskleroze

 Uloga genskih i biokemijskih biljega u razvoju 

ateroskleroze i cerebrovaskularnog inzultaateroskleroze i cerebrovaskularnog inzulta

 Uloga genskih i biokemijskih biljega u razvoju 

monogenskog dijabetesa
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Ateroskleroza: koncept atero-upale
“počima u djetinjstvu”

Prediktivni DISLIPIDEMIJA

DEBLJINA 

ŠEĆERNA BOLEST

PREHRANA 

HIPERTENZIJA 

AUTOIMUNOST 

Cerebrovaskularne

Prehrana

Debljina

Ateroskleroza

Upala

Dislipidemija

Cerebrovaskularne 
bolesti

Genetički 
biljezi Metabolički 

sindrom 

Nutrigenetika/

Nutrigenomika
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geni MTHFR

APOE

angiotenzin

adiponektin

leptin

Interakcija

gen ‐ gen

ACE

PPARG

IL‐6, LPL
receptori

angiotenzin

citokini

ADIPO, ESR 

proteini

homocistein
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Geni i okoliš: redoslijed po važnosti?? 

"Geni pune revolver, no okoliš povlači okidač."
Elliot P. Joslin, 
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KBC Zagreb, KZLD-LBL 
Molekularna dijagnostika genetičkih bolesti 

Genetičke bolesti

Azoospermija (mikrodelecije kromosoma Y - AZF)
Charcot-Marie-Tooth tip CMT1B - (sekvenciranje MPZ)
Charcot-Marie-Tooth tip CMTX1 (sekvenciranje GJB1)
Cistična fibroza CF (CFTR)
Deficit alfa-1-antitripsina (SERPINA1)
Friedrichova ataksija FA (FXN)
Gilbertov sindrom (UGT1A1)
Huntingtonova koreja HD (HTT)
Miotonična distrofija tipa 1 MD1 (DMPK)
Miotonična distrofija tipa 2 MD2 (CNBP)
Mišićna distrofija DMD/BMD (DMD)
Monogenski dijabetes MODY (sekvenciranje HNF1A, HNF4A i GCK)
Multipla endokrina neoplazija - MEN1 (sekvenciranje MEN1) 
Multipla endokrina neoplazija - MEN2 (sekvenciranje RET) 
Nasljedna hemokromatoza (HFE)

Rizični čimbenici

ACE - angiotenzin-konvertirajući enzim
ADPN - adiponektin
APOB - apolipoprotein B
APOE - apolipoprotein E
GPIa - glikoprotein Ia
HP - haptoglobin
IL-6 - interleukin-6
LPL - lipoprotein-lipaza
MTHFR - metilentetrahidrofolat-reduktaza
PPAR - receptori za aktivator proliferacije 

k i

.

Nasljedna hemokromatoza (HFE)
Nasljedne neuropatije CMT/HNPP (PMP22)
Neutropenija (sekvenciranje ELANE i HAX1)
Shwachman-Diamondov sindrom (sekvenciranje SBDS)
Sindrom fragilnog kromosoma X FRAX (FMR1)
Spinalna mišićna atrofija SMA (SMN1, SMN2, NAIP) 
Spinocerebelarne ataksije SCA tipa 1, 2, 3, 6 i 7 (ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNA1A , ATXN7)
Wilsonova bolest WB (sekvenciranje ATP7B)
X-vezana agamaglobulinemija (sekvenciranje BTK)
X-vezani hiper-IgM sindrom (sekvenciranje CD40LG)
X-vezani limfoproliferativni sindrom (sekvenciranje SH2D1A)

peroksisoma

Mitohondrijske bolesti

MELAS (MT-TL1)
MERRF (MT-TK)
NARP (MT-ATP6)

Domagoj Caban, mag.med.lab.diagn.
Senka Škaro, bacc.med.lab.diagn.
Ana Acman Barišić, bacc.med.lab.diagn.
Karolina Petrović, zdrav.lab. tehničar

Domagoj Caban, mag.med.lab.diagn.
Senka Škaro, bacc.med.lab.diagn.
Ana Acman Barišić, bacc.med.lab.diagn.
Karolina Petrović, zdrav.lab. tehničar

Prof.dr.sc. Jadranka Sertić, spec.med.biokem.
Dr.sc. Hana Ljubić, mag.biol.
Dr.sc. Ana Merkler, mag.ing.bioproc.inž

Prof.dr.sc. Jadranka Sertić, spec.med.biokem.
Dr.sc. Hana Ljubić, mag.biol.
Dr.sc. Ana Merkler, mag.ing.bioproc.inž
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Genski biljezi - rizični čimbenici

• ApoE

• ApoB

• MTHFR

• ACE

• UGT

• IL6

• HFE

• ATP7B

• A1AT

•

www.rfb.bio/cgi/switchLang?lang=en

Molekularna dijagnostika

-

Medicinska naklada

https://www.medicinska naklada.hr
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Precizna dijagnostika - ciljana terapija 

 Cistična fibroza – oligonukleotidi

 Spinalna mišična atrofija – oligonukleotidi / neuroprotekcija

 Multipla endokrina neoplazija tipa 2 – tireoidektomija

 Monogenski dijabetes (precizni dijabetes) – Monogenski dijabetes (precizni dijabetes) –
inzulin/sulfonilurea 

 MTHFR – folna kiselina

 Mikrodelecije kromosoma – IVF

Nutrigenetika /-omics
personalizirana prehranapersonalizirana prehrana

Interakcija gen – prehrana 

 ApoE
 APOA5
 ACE ACE
 MTHFR
 IL-6
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APOE4

Rizik > kolesterol

ACE D
Rizik  > krvni tlak

MTHFR
Rizik – KVB

APOA5
Rizik > trigliceridi

www.gbhealthwatch.com

MODY – precizni dijabetes

GCK
32%

HNF4A
10%

HNF1B
5%

Other
1%

HNF1A
52%

Shields et al Diabetologia 2010 53: 2504‐2508
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Molekularna genetika – novosti u 
dijagnostici i terapiji

probir na
predispozicijeprecizna 

dijagnoza
prevencija

terapija
praćenjeterapijadijagnoza

ciljano liječenje
person. prehrana

životni stil

Asiptomatski
genski biljezi

Poruke za budućnost

 interdisciplinarnost

 analitička konsolidacija

 neinvazivno uzorkovanje

 pohranjivanje podataka, IT

 edukacija pacijenata

 nanotehnologije
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H l t!Hvala za pozornost!

Prof.dr.sc. Jadranka SertićProf.dr.sc. Jadranka Sertić

Klinički bolnički centar Zagreb
Klinički zavod za laboratorijsku dijagnostiku

Medicinski fakultet Sveučilišta u Zagrebu
Katedra za medicinsku kemiju, biokemiju i kliničku kemiju

jadranka.sertic@kbc-zagreb.hr


