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Hood L, Balling R, Auffray C. Revolutionizing medicine in the 21st century through systems approaches. Biotechnol J. 2012;7(8):992—
1001. Provides an overview of the science and technological foundations of predictive, preventive, personalized and participatory healthcare.

A New Biology for the 21st Century: Ensuring the United States Leads the Coming Biology Revolution. National Academies Press; MD,
USA: 2009. National Research Council (US) Describes the transformative power of systems approaches to biology and medicine.
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Era ,,high-throughput” tehnologije

Registri, biobanke, baze podataka, napredak
tehnologije, kompjutorski programi
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Nasljedne metaboliCke bolesti- davni
zaceci precizne i personalizirane medicine

. The incidence
of alkaptonuria. A study in
chemical individuality.
Lancet 1902;ii:1616-1620.

. Inborn errors
of metabolism. Oxford
University Press. Oxford,
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Osobitost nasljednih metabolickih bolesti -
patogeneza

promjene gena (mutacije)

promjene genskog produkta (proteina)

posljedicne biokemijske promjene

promjene u klinickoj slici

Patogeneza — primjer fenilketonurije

mutacije gena za fenilalaninhidroksilazu

Fenilalanin
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Fenilketonurija- uCinkovitost terapijskog odgovora

na kofaktor sapropterin ovisna je o genotipu

Maolecular Genetics and Metabolism 97 (2009) 16517

Contents lists available at ScienceDirect

] Molecular Genetics and Metabolism
& islbe

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ymame a3 o

Genotype-predicted tetrahydrobiopterin (BH,)-responsiveness and molecular
genetics in Croatian patients with phenylalanine hydroxylase (PAH) deficiency

Iva Karaéi¢*, David Meili ®, Vladimir Sarnavka ¢, Caroline Heintz ", Beat Thény , Danijela Petkovi¢ RamadZa®,
Ksenija Fumic®, Dusko Mardesic¢ **, Ivo Bari¢*“", Nenad Blau""

Fabryjeva bolest

Zbog manjka enzima a-galaktozidaze A
dolazi od nakupljanja glikosfingolipida,
osobito globotriaosilceramida (GL-3, Gb-3),
u endotelu krvnih Zila i tkivima raznih organa

A).

LijeGenje: Simptomatska terapija, enzimska nadomjesna terapija,
molekule pratitelji (migalastat), ovisno o genotipu !
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Gaucherova bolest- osnove

NajCeSca lizosomska bolest, uzrokovana manjkom enzima
glukocerebrozidaze zbog mutacija gena GBA (dosad oko 300 mutacija)

Glukozilceramid
(Glukocerebrozid)
LY

Ceramid o
H

AAAAANTT L

Vrlo rijetko bolest moze biti uzrokovana i manjkom sapozina C, aktivatora glukocerebrozidaze.

Posljedica enzimskog manjka je nakupljanje glikolipida
(glukocerebrozida- glukozilceramida) u monocitima i makrofagima u
koStanoj srzi, srediSnjem ziv€anom sustavu, jetri, slezeni, plucima

Gaucherova bolest
Ovisno o rezidualnoj aktivnosti, postoje 3 osnovna tipa:

Tip 1: kronicni ili ne-neuropatski ili adultni tip

Tip 2: akutni, infantilni neuropatski tip
Tip 3: juvenilni, kroni&ni neuropatski tip ~ 1:75 000

Zapravo: kontinuirani spektar od najtezih do najblazih
oblika

LijeCenje: Simptomatsko,
transplantacija hematopoetskih
stanica, inhibicija sinteze
supstrata, enzimska nadomjesna .
terapija, male molekule-pratitelji . " e
(ambroksol..)- ovisno o genotipu! P
(90%)

Tip 2+3
(10%)
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Vlastiti rezultati

g http://www.almp.hr/upl/lijekovi/PIL/UP-1-
Sl ABX 100 bt AR U ARE 530-09-07-01-407.pdf

Izazovi suoCavanja s nalazima NGS-a
Cest nalaz varijanti nepoznatog znacenja (VUS)

Cesto nedostaje mogucénost funkcionalnog testiranja VUS-a,
poglavito u domacim uvjetima

Slab interes neprofitabilnih institucija za testiranje Clanova
obitelji na nadene mutacije u probanda

Cesto nepotpuna informacija za vjerojatno patogene varijante
(nedostaje objasnjenje patogenosti i/ili koristenje software-a
za testiranje patogenosti)

Vrijeme predvideno za analizu nalaza i pretvaranje nalaza u
shvatljivo pisano misljenje konzumenta usluge je prekratko
(kako od strane HZZO-a tako i realno s obzirom na druge
obaveze lijeCnika)

Nedefinirana obaveza unoSenja lokalnih spoznaja u
medunarodne baze podataka
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Izazovi suoCavanja s nalazima NGS-a
Ogranicenja metode/nalaza (nepokrivenost pojedinih gena
ili dijelova gena, nedetektiranje odredenih vrsta
mutacija,...)

Neregulirano navodenje usputnih (za aktualne simptome
irelevantnih?) nalaza

Neregulirana mogucnost naknadne analize nalaza,
primjerice kad pacijent dobije nove simptome ili se
pojave nove spoznaje (primjerice o nekim mutacijama ili
tijeku bolesti)

Nemogucnost korisnika da shvati nalaz i da ponese
odgovornost za njegovo pravilno koristenje za sebe, svoju
obitelj i rodake; nedefiniran nositelj odgovornosit za
prijenos informacije Clanovima obitelji i njezino
optimalno koristenje

Neravnoteza ekspresije alela: Koliko zapravo
heterozigota boluje od autosomno recesivnih bolesti?
Pazimo li kako tumacimo rezultate NGS-a?

ARTICLE

Allelic Expression Imbalance Promoting
a Mutant PEX6 Allele Causes
Zellweger Spectrum Disorder

Kim D. Falkenberg,! Nancy E. Braverman,? Ann B. Moser,? Steven ]. Steinberg,* Femke C.C. Klouwer,!.5
Agatha Schliiter,”” Montserrat Ruiz,”’ Aurora Pujol,®"% Martin Engvall,®1° Karin Naess,”!

FrancJan van Spronsen,'? Irene Korver-Keularts,'' M. Estela Rubio-Gozalbo,'*'" Sacha Ferdinandusse,'
Ronald |.A. Wanders,! and Hans R. Waterham!.*

Zellweger spectrum disorders (ZSDs) are autosomal-recessive disorders that are caused by defects in peroxisome biogenesis due to
bi-allelic mutations in any of 13 different PEX genes. Here, we identified seven unrelated individuals affected with an apparent dominant
Z5D in whom a heterozygous mutant PEX6 allele (c.2578C>T [p. ArgB6(iTrp]) was overrepresented due to allelic expression imbalance
(AEL). We demonstrated that AEl of PEX6 is a common phenomenon and is correlated with heterozygosity for a frequent variant in
the 3" untranslated region (UTR) of the mutant allele, which disrupts the most distal of two polyadenylation sites. Asymptomatic
parents, who were heterozygous for PEX ¢.2578C>T, did not show AEl and were homozygous for the 3' UTR varant. Overexpression
models confirmed that the overrepresentation of the pathogenic PEX6 ¢.2578T varant compared to wild-type PEX6 C2578C results
in a peroxisome biogenesis defect and thus constitutes the cause of disease in the affected individuals. AEl promoting the overrepresen-
tation of a mutant allele might also play a role in other autosomal-recessive disorders, in which only one heterozygous pathogenic
variant is identified.

The American Journal of Human Genetics 101, 965-976, December 7, 2017 965
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* Patient has c.2578C>T in cis with polymorphism c."442_445detTAAA
* C."442_445delTAAA results in more stable mRNA thereby promoting the mutant PEX6 allele

Problem pri analizi cijelog egzoma/genoma jer se varijante
koje se nadu u asimptomatskih roditelja eliminiraju

Preuzeto s predavanja S. Gruenewald- SSIEM Symposium, Atena 2018

|zazovi procjene nejasnih nalaza NGS-a-
(mjesto metabolomike)

NuZznost potvrde nejasnih nalaza NGS-a ili
novorodenackog probira biokemijskim pretragama-
optimalno neciljanom metabolomikom kao univerzalnom
biokemijskom testnom metodom

Problem integracije, pazljive interpretacije goleme

koliCine podataka i pretvorbe u klinicki smislenu
informaciju i korisnu reakciju za pacijenta

Metabolomika je vazna za procjenu dijagnoze,
patogeneze i pracenje lijeCenja

Nuzna je suradnja, izmjena podataka, funkcionalni testovi
za evaluaciju nalaza —omike
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Primjeri teSkoca u interpretaciji NGS-a

Pacijent u dobi od godinu dana s epilepsijom i teSkim
psihomotorickim zaostajanjem- epi-panel- missense mutacija c.
2239A>G gena (p.Thr747Ala) SCN9A nejasnog klinickog
znaCenja (je li uzrok?, traziti dalje?)

Pacijentica 27 godina, unatrag pola godine s nejasnom
diplopijom, slabosti, klecanjem, pulsiraju¢om glavoboljom,
gr€evima u listovima i prstima, sumnjom na mitohondriopatiju,
psihicki nestabilna- sama platila egzom- nadene mutacije u genu
SYNEL1 (progresivna neljeCiva bolest koja zahvaca mali mozak;
opisana prije nekoliko godina)- upit odgovara li nalaz klinickoj
slici- s obzirom na klini¢ku sliku i MR mozga koji ne pokazuju
zahvacenost cerebeluma ne odgovara- sluzbeni nalaz- nije
nadeno nista relevantno (kako ne reci pacijentici, Sto ako razvije
simptome i nastavi se dijagnosti¢ko lutanje, hoce li se javiti, Sto
ako bolest postane ljeCiva, a dijagnoza ostane nepriopéena?)

Klinika za pedijatriju i Klinicki akoves Nadzor Ministarstva, drugih
zavod za laboratorijsku drzavnih tijela, udruga roditelja,...
dijagnostiku, KBC Zagreb- Zabo / //ﬁggvm

Referentni centar VT Bjetovar

— OSIJEK

"~ Vukova
~—_Vinkovd)

v o .
LoSinj Guspn/!

v’ planiranje probira
v’ supspecijalisti pedijatri i

. v . . gpev . I,‘.
blok?.mlcarl sa specificnim ™ \ \ slanje kartica iz 36
anima o N\ rodiista u
\ \
a ora oru"za.nc.)voro enacki probir hpvir \ Hrvatskoj, radnim
v’ drugi specijalisti, suradne struke ) AW W danom u 2017
.e v . . . .. karska \ .
(du:-:tetlcarl, psiholozi,....), medicinske N prosjeéno 150-160
sestre . .. ) uzoraka
v’ povratne informacije zdravstvenim
ustanovama

v’ praéenje pacijenata
v’ stalna evaluacija i prilagodba probira
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Povijest novorodenackog skrininga

1961 R. Guthrie -

rane 70e galaktozemija, leucinoza, homocistinurija,
cisticna fibroza

1978

1987 manjak biotinidaze

1995 kongenitalna adrenalna hiperplazija

1996 tandemska spektrometrija masa-

aminoacidopatije,
...(incidencija 1:2000)
~ 2010 > teSka kombinirana imunodeficijencija,
lizosomske bolesti, X-vezana
adrenoleukodistrofija

U razvijenim zcmljama

probirom se otkriva i vise od :
50 bolesti (aminoacidopatije,
porcmccaji razgradnjc ;
masnih kiselina, organske
acidurije,...)

11
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Buducénost novorodenacko

Sve vece koriStenje
drugostupanjskih testova

KoriStenje metoda masivne
analize metaboloma

Ukljucivanje masivnog
sekvencioniranja gena (whole
exome sequencing, whole genome
sequencing) u novorodenacki
probir

Izrazito proSirenje skrininga (u
RH u pocetku povecéanje broja
ukljucenih bolesti bez bitnog  Ey———— S e

povecanja troska) vrlo dinami¢na aktivnost i
Novi eticki izazovi... trajno je vrsta pilot-projekta !

Zavrsne poruke (trebalo bi...)
Osigurati dovoljne dijagnosticke kapacitete koji bi jamcili
prihvatljivu razinu usluge
Prosiriti spektar usluga iz podrucja dijagnostickog NGS-a
(novi paneli, kliniCki egzom, cijeli egzom, cijeli genom)
Povecati broj ljudi koji mogu dovoljno kvalitetno tumaciti
prispjele nalaze NGS-a
Postici suglasje Sto ukljuciti, a 5to ne u nalaze NGS-a
Ulagati u specificnu edukaciju lijecnika, geneticara,
molekularnih biologa, bioinformaticara, biokemicara..
Osigurati stabilan rad postojece opreme

Dodatno prosiriti novorodenacki probir (drugostupanjski
testovi, testovi potvrde)

Uvesti neciljanu analizu proteoma i metaboloma u
dijagnosticke svrhe

Uskladiti napore za poboljSanje dijagnostickih kapaciteta
(nacionalni konsensus, projekti od nacionalne vaznosti,
investicije od nacionalnog interesa)
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