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Racionalni pristup suvremenoj
genetskoj dijagnostici

Sanda Huljev Frkovic¢'’

Moguénosti genetskog testiranja vece su nego ikada ranije zahvaljujuéi brzom razvoju tehnolo-
gija, novim spoznajama, dostupnosti i sve manjim troskovima. Ova ekspanzija znanja i mogu¢-
nosti znacajno je promijenila i nas pristup dijagnostici, od toga koga testiramo, kada i na koji
nacin, te kako tumacimo dobivene rezultate. Navedeno utjece na indikacije za testiranje, odabir
metode testiranja radi postavljanja dijagnoze, te mogucnosti procjene genetskih rizika za uce-
stale kompleksne bolesti, sto u konacnici osigurava personaliziranu skrb o svakom bolesniku.
lako su nove metodologije postale izbor za dijagnosticiranje veline genetskih stanja, ne treba
zaboraviti da u odredenim situacijama tradicionalne tehnike jos$ uvijek predstavljaju vrlo ucinko-
vit alat, kada je primijenjen na pravi nacin. U skladu s tim, nezaobilazna je uloga geneticara u
procesu dijagnostike, od postavljanja radne dijagnoze na temelju anamneze, klinickog statusa,
dosadasnjeg tijeka bolesti te nalaza ranije ucinjene obrade, zatim preporuke adekvatnog genet-
skog testa i razumijevanja njegovih prednostiiogranicenja, do pravilnog tumacenja nalaza bitnih
za buduénost pacijenta i njegove obitelji.

Kljuéne rijeci: GENETIKA; GENETSKO TESTIRANJE; SEKVENCIRANJE NOVE GENERACIJE;
PERSONALIZIRANA MEDICINA; GENETSKO SAVJETOVANJE

Otkrivanje genetskog uzroka neke bolesti moze te savjetovanje vezano za reproduktivne opcije i
imati znacajan utjecaj na pracenje i lijecenje paci- planiranje obitelji. Definitivna dijagnoza takoder
jenata. Genetski potvrdena dijagnoza otklanja omogucduje pacijentima s rijetkim bolestima i nji-
psihicku neizvjesnost zahvacenih obitelji koje po- hovim obiteljima uklju¢ivanje u mrezu potrebne
nekad dugo tragaju za uzrokom bolesti. Na tom podrske u zajednici, u nasoj zemlji, ali i u cijelom
putu pacijenti ¢esto bivaju izloZeni brojnim, esto svijetu (1, 2).

i nepotrebnim, dijagnostickim procedurama. Po-

nekad je odgovor na pitanje “zasto” primarna mo- Razvoj tehnika genetskog testiranja promijenio je
tivacija obitelji za provodenje genetskog testira- pristup pacijentu u klini¢koj praksi, u smislu odmi-
nja. Precizna dijagnoza omogucuje usmjerenu canja od tradicionalnog pristupa postavljanja dija-
skrb na specifi¢no stanje, a moze biti vrlo vaznaiu gnoze temeljenog na fenotipu i znacajnijeg osla-
otkrivanju skrivenih ili ocekivanih komorbiditeta. njanja na razli¢ite tehnologije analize genotipa.
Osiguravanje genetske dijagnoze omogucuje i Ipak, odabir pravog genetskog testa ili dijagno-
pravilno geneticko informiranje, procjenu rizika stickog pristupa moze predstavljati izazov, a krivi
ponavljanja bolesti, utvrdivanje mogudih nositelja izbor dovesti do dugotrajnog cekanja na tocnu
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dijagnozuili ¢ak do propustene dijagnosticke prili-
ke (2).

Prije petnaestak godina, nasuprot ranije koriste-
noj standardnoj ili klasi¢noj kariotipizaciji, u prak-
su i preporuke za dijagnostiku uvedena je mole-
kularna kariotipizacija metodom komparativne
hibridizacije genoma na mikromrezi (aCGH ili
arrayCGH, engl. comparative genomic hybridiza-
tion). Ova molekularna metoda analize kromoso-
ma omogudila je na razini cijelog genoma odredi-
vanje malih delecija (manjka) ili duplikacija (viska)
odredenog odsjecka DNA koje nazivamo varijante
u broju kopija (CNV, eng. copy number variations).
CNV-ovi su premali da bi bili vidljivi pod mikro-
skopom standardnim pruganjem kromosoma,
koje nam je omogucavalo detekciju promjena veli-
¢ine iznad 5 do 10 Mb (3, 4). ArrayCGH, kao teh-
nika visoke rezolucije s moguénoséu detekcije
promjena od oko 10 do 20 kb, znacajno je pridoni-
jela postavljanju dijagnoze, posebno u skupinama
pacijenata s razvojnim poremecajem, dismorfijom
i prirodenim anomalijama, tocnije 15 do 20 % u
odnosu na klasi¢nu kariotipizaciju i njen u¢inak od
3do5% (2,5). Metoda aCGH je prije vise od deset
godina bila prviizbor u preporukama za genetsko
testiranje osoba s navedenim stanjima ukljucujuci
iizolirani autizam (5,6, 7). Vrsta array s dodatkom
proba koje obuhvacaju polimorfizme jednog nu-
kleotida (SNP, engl. single nucleotide polymor-
phism), tzv. SNP array, moze osim detekcije
CNV-a detektirati i gubitak heterozigotnosti
(LOH, engl. loss of heterozygosity), uniparentalnu
disomiju (UPD, engl. uniparental disomy) i poli-
ploidiju (3, 4). Znacenje promjena nadenih array
metodom tumaci se u skladu s veli¢inom odstu-
panja, klinickom slikom, obuhvac¢enim genima, in-
formacijama iz baza podataka i literaturom (2, 3).
Pronalazak promjene u broju kopija nejasnog kli-
nickog znacenja ili izvan klinicke indikacije izazov
je utumacenju nalaza, o ¢emu ¢e biti govora u na-
stavku teksta vezano za interpretaciju nalaza va-
rijanti dobivenih sekvenciranjem.

Klini¢ar koji indicira aCGH treba biti svjestan Sto je
moguce, a $to nije moguce vidjeti ovom metodo-
logijom analize kromosoma, koja se vrsta arraya
koristi u laboratoriju u koji se Salje uzorak te, radi
interpretacije dobivenih rezultata i njihovog zna-
¢enja, dostaviti detaljnu medicinsku dokumenta-
ciju. Metoda molekularne kariotipizacije ne moze
otkriti uravnotezene promjene kromosoma kao
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Sto su balansirane translokacije ili inverzije, ne
moze se utvrditi kromosomski mozaik niskog
udjela niti vrlo male promjene broja kopija unutar
gena i tockaste mutacije gena (2, 3). Ukoliko tra-
gamo za balansiranom kromosomskom promje-
nom, npr. u parova kojiimaju ponavljane spontane
pobacaje, neplodnost ili translokaciju ve¢ poznatu
u obitelji, indicirano je uciniti klasi¢nu kariotipi-
zaciju i fluorescentnu in situ hibridizaciju (FISH),
odnosno konvencionalne metode analize kromo-
soma, koje ovdje imaju svoju primjenu unatoc
znacajnim tehnoloskim iskoracima danasnjice.
FISH je tehnika koja povezuje klasi¢nu i moleku-
larnu citogenetiku u kojoj se koriste DNA obojene
fluorescentne probe koje se vezu isklju¢ivo na
odredene dijelove kromosoma, ovisno o tome za
koji dio DNA je proba kreirana i tako omogucuje
ciljanu identifikaciju nekog odsjecka DNA. Stan-
dardna kariotipizacija moze pomoci i u preciznoj
vizualizaciji promjena nadenih aCGH - om, u to¢-
noj lokalizaciji ili orijentaciji utvrdenih delecija ili
duplikacija. Stoga je vazno naglasiti da konven-
cionalna kariotipizacija jo$ uvijek ima svoje mjesto
u dijagnostici, a preporucuje se kao prvi dijagno-
sticki test u postnatalnoj dijagnostici kod pozna-
tih aneuploidija autosoma i spolnih kromosoma,
na primjer kod sumnje na trisomiju 21 ili Turnerov
sindrom te kod traganja za balansiranim kromo-
somskim promjenama (2, 3, 7).

Uz arrayCGH, submikroskopske kromosomske
promjene s poznatim klini¢kim slikama, kao Sto su
mikrodelecijski / mikroduplikacijski sindromi (npr.
Williamsov ili DiGeorgeov sindrom), mogu se dija-
gnosticirati FISH metodom ili metodom visestru-
kog umnazanja vezanih sondi (MLPA, engl. Multi-
plex Ligation-dependent Probe Amplification).
MLPA je lako dostupna molekularna metoda za
procjenu broja kopija putem komercijalnih kom-
pleta, koja omogucuje otkrivanje submikroskop-
skih promjena odredenih, ciljanih regija genoma,
ovisno o tome koje su probe obuhvaéene MLPA
setom. U odnosnunaFISHiMLPA, prednost aCGH
metode je u definiranju tocne veli¢ine promjene,
odredivanju preciznih tocki loma i zahvacenih
gena (2, 3), dok su MLPA i FISH financijski ponekad
dostupnije i brze, ovisno o realnoj situaciji u nekoj
ustanovi.

Zadnjih desetak godina, klinicku geneti¢ku prak-
su, ali i pogled na medicinu uopce, promijenilo je
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uvodenje metoda sekvenciranja sljedece genera-
cije (NGS, engl. next generation sequencing) u ru-
tinsku dijagnostiku (2, 8). NGS omoguduje se-
kvenciranje desetaka do tisu¢a gena odjednom,
na vremenski i troSkovno ucinkovit nacin. Pred-
nost NGS-a je testiranje bilo kojeg, odredenog
broja gena u jednom genetskom testu (2, 6). Pri
tome moze biti rije¢ o odabranom broju gena za
koje se zna da su povezani sa simptomima zbog
kojih se pacijent testira i tada govorimo o gen-
skom panelu. Primjerice, ukoliko se radi o epilep-
siji, moZe se uciniti ,Panel za epilepsiju®. Ako se
putem komercijalnog panela testiraju samo geni
povezani s poznatim bolestima koje su navedene
u bazi Mendelski nasljednih bolesti (OMIM, engl.
Online Mendelian Inheritance in Man) rijec je o se-
kvenciranju klinickog egzoma (CES, engl. Clinical
Exome Sequencing). Ako su testom obuhvacene
regije u genomu koje kodiraju proteine, Sto Cini
1-2 % genoma, govorimo o cjeloegzomskom se-
kvenciranjuili sekvenciranju cijelog egzoma (WES,
engl. Whole Exome Sequencing). Ako se analizira
kompletni genom, rijec je o sekvenciranju cijelog
genoma (WGS, engl. Whole Genome Sequencing)
(2,9,10).

Tumacenje rezultata i nadenih genskih varijanti
dobivenih sekvenciranjem temelji se na smjerni-
cama Americkog koledZza medicinske genetike i
genomike (ACMG, engl. American College of Me-
dical Genetics and Genomics) iz 2015. godine (11).
Ovim smjernicama standardizirani su kriteriji za
klasificiranje varijanti u patogene, vjerojatno pa-
togene, varijante nejasnog znacenja (VUS, engl.
variant of unknown significance), vjerojatno beni-
gne ili benigne varijante. Varijante koje su klasifi-
cirane kao patogene ili vjerojatno patogene sma-
traju se uzorkom bolesti s vjerojatnos¢u koja je
veda od 90 % (12). Tumacenje varijanti temeljeno
je na ¢imbenicima koji ukljucuju ucestalost u po-
pulaciji, tip varijante (npr. gubitak funkcije), polo-
Zaj u genu i ostalo. Za ucinkovitu interpretaciju
dobivenih rezultata vazno je istaknuti znacaj de-
taljnog unosa klinickih podataka, za $to je najopti-
malnije pacijenta prije testiranja uputiti na pre-
gled klinickom geneticaru. Dijagnosticki ucinak je
vedi kod analiza kao sto su WES/WGS ako se za-
jedno uz uzorak probanda ucini i testiranje rodi-
teljskih uzoraka (tzv. trio analize) (9, 10).

Klini¢ki nalaz VUS-a uvijek predstavlja dilemu, bu-
dudi da u trenutku analize uloga varijante koja je
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klasificirana kao VUS nije jasno poveziva s uzro-
kom bolesti. Za razliku od patogenih ili vjerojatno
patogenih varijanti, klinicko odlucivanje ne bi tre-
balo biti temeljeno na varijantama koje su klasifi-
cirane kao VUS. Stoga se preporucuje pracenje
pacijenta od strane klinickog geneticara s nala-
zom koji je klasificiran kao VUS, s ciljem ponovne
klasifikacije varijante u sluc¢aju pojave dokaza koji
bi promijenili njezino znacenje. Generalno, vari-
jante klasificirane kao VUS se cesée reklasificiraju
u benigne ili vjerojatno benigne nego u patogene
ili vjerojatno patogene (12, 13, 14).

U interpretaciji nalaza sekvenciranja ne treba od-
bacivati neke varijante samo zbog toga sto neka
znacajka bolesti nije prisutna ili je kod pacijenta
prisutno neuobicajeno obiljezje. Naime, nove teh-
nologije testiranja otkrivaju nam blage klinicke
prezentacije bolesti i pridonose nasim spoznaja-
ma o tzv. ,fenotipskom spektru®, a ne iskljucivo
klasi¢noj prezentaciji razli¢itih poremecaja. Tehni-
kama poput WES/WGS mogu se nadi i varijante
locirane u genima ¢ije znacenje/uloga nije poznata
(GUS, engl. genes of unknown significance). Ova-
kve se varijante klasificiraju kao VUS i vazne su jer
mogu dovesti do otkri¢a novih gena povezanih s
boleS¢u. Procjenjuje se da se svake godine otkrije
oko 250 novih gena povezanih s boles¢u, stoga je
moguca, a ponekad iindicirana, reanaliza podata-
ka dobivenih ranijim sekvenciranjem (9, 10).

Kao i kod molekularne kariotipizacije nuzno je biti
svjestan ogranicenja pojedinih NGS metoda. Ci-
ljani genski paneli cesto su koristeni NGS testovi,
dizajnirani tako da osiguraju dobru (dublju) pokri-
venost gena, obuhvadajudi sve regije od interesa u
svrhu otkrivanja uzroka bolesti, Sto je od velike
pomodi klinicarima kod genetski heterogenih po-
remecaja sli¢ne klinicke prezentacije. Testiranje na
temelju panela uvelike je istisnulo testiranje poje-
dinog gena. Upotreba panela za specifi¢ne klinic¢-
ke slike opcenito se preferira radi nizih troskova
analize, kra¢eg vremena obrade te manjeg udjela
nejasnih ili slu¢ajnih rezultata. Medutim, kvaliteta
panela ovisi o njegovom sastavu, zbog ¢ega moze
imati ograni¢enu vrijednost u otkrivanju novih
gena ili povezivanju poznatih gena s odredenim
klinickim fenotipom. Prema literaturi, dijagno-
sticki prinos testiranja genetskih poremedaja
putem panela je do 28,5 %, a za neke fenotipove
poput epilepticke encefalopatije i vedi (15, 16). Za



Huljev Frkovi¢ S. Paediatr Croat. 2025;69 (suppl 2):15-20

poremecaje sa znacajnom genetskom heteroge-
noscu i manje jasnim fenotipom, Sira pokrivenost
putem sekvenciranja egzoma predstavlja superi-
orniju opciju u odnosu na testiranje putem panela,
jer WES omogucuje analizu svih kodirajudih regija
ujednom postupku iidentifikaciju varijanti u geni-
ma koji nisu bili povezani s nekim odredenim feno-
tipom. Dijagnosticki doprinos WES - a je od oko
29 - 55 % kod neurorazvojnih poremecaja, od-
nosno 26 - 58 % za neselektirane kohorte u koji-
ma postoji sumnja na genetsku etiologiju (10, 17).
Tehnoloski, WES ima ogranicenja kao $to su nepo-
krivenost nekodiraju¢ih dijelova genoma, cesto
niti mitohondrijske DNA i nemoguénost detekcije
ekspanzijskih mutacija. U slu¢aju sumnje na mito-
hondropatiju uzrokovanu mutacijom mitohon-
drijske DNA treba voditi racuna o ukljucenostiiste
u analizu, kao i jesu li u analizu ukljuc¢eni CNV-ovi
(2,3).

Sekvenciranje cijelog genoma, koje je danas sve
vise komercijalno dostupno, predstavlja najop-
sezniji klinicki genomski dijagnosticki test te ce
najvjerojatnije u skorijoj buduénosti zamijeniti
WES. Njime se analizira ukupni genski materijal,
kodirajuce i nekodirajuce regije genoma, varijante
u broju kopija i strukturne preuredbe ukljucujuci i
uravnotezene promjene (9, 10). U srpnju 2021.
godine objavljene su smjernice ACMG - a koje
preporucuju WES/WGS kao prvu ili drugu liniju
genetskog testiranja za pacijente s razvojnim
zaostajanjem, intelektualnim odstupanjem i vise-
strukim anomalijama s obzirom na vedi dijagno-
sticki doprinos ovih metoda u odnosu na druge
metodologije te Cinjenicu da ova dijagnostika do-
prinosi vrlo ranom postavljanju dijagnoze (6, 9).
Pri tome je jasno da ovu preporuku ogranic¢avaju
troskovi, ali se smatra da ce cijena ovih tehnolo-
gija s vremenom biti joS niza te da ¢e zdravstveni
sustav u konacnici ustedjeti, jer ¢e rano postav-
ljanje dijagnoze i izostanak prethodne prakse po-
stupnog pristupa genetskom testiranju donijeti
znacajne klinicke i ekonomske prednosti. Za na-
pomenuti je da navedenom preporukom nisu
obuhvacdeni pacijenti s izoliranim poremecajem iz
autisti¢nog spektra. Dijagnosticki doprinos WGS
-aje, premarazli¢itim izvorima u odnosu na WES,
oko40-60 % (10,17,18,19).

VazZno je naglasiti da arrayCGH i NGS analize ne
smiju biti alternativa temeljitom klinickom pre-
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gledu kao ni nekom jednostavnijem testu koji nas
vodi ka pravoj dijagnozi (2, 3). Za pacijenta s klini¢-
kom slikom koja upucuje na neki odredeni sin-
drom, ima pozitivnu obiteljsku anamnezu za neki
odredeni poremecaj ili njegova klini¢ka slika govo-
ri u prilog dijagnozi za koju sekvenciranje sljedece
generacije ne morai nije prva metoda izbora, pre-
porucuje se uciniti testiranje u skladu s klini¢ckom
sumnjom ili anamnezom. Kao primjere mozemo
navesti Prader-Willijev i Angelmanov sindrom
zbog specificnog obrasca metilacije, fragilni X sin-
drom kod kojeg ocekujemo produljenje slijeda tri-
pleta CGG unutar gena FMRT ili analizu poznate
obiteljske varijante u genu za kardiomiopatiju. Ta-
koder, iako je identifikacija varijanti u genu distro-
fin za Duchenneovu i Beckerovu misi¢nu distrofiju
(DMD/BMD) moguc¢a primjenom NGS tehnika,
kod djecaka s klinickom slikom ove bolesti racio-
nalnije je i ekonomski opravdano prvo uciniti
MLPA analizu. U ovom slucaju MLPA ¢e biti dija-
gnosticki izbor u 70 % bolesnika, s obzirom na ¢i-
njenicu da DMD/BMD u 60 % zahvacenih uzroku-
ju delecije u genu za distrofin, au 10 % je prisutna
duplikacija gena.

Prije bilo kojeg genetskog testiranja uputno je pa-
cijentu pojasniti znacenje testa, po moguénosti
od strane klinickog genetic¢ara. Kao dio procesa
informiranog pristanka potrebno je raspraviti
moguce rezultate testa ili ocekivane ishode, mo-
guce koristi i ogranicenja testiranja, te moguc¢no-
sti nejasnih, sluc¢ajnih ili sekundarnih nalaza, od-
nosno nalaza zbog kojih bolesnik nije testiran, a
vezani su uz neke po zdravlje vazne rizike. Unatoc
naprednim NGS tehnologijama i klini¢koj slici koja
sugerira genetsku etiologiju, dio pacijenta imat ce
negativan rezultat testiranja. Uzroci mogu biti
razliciti, od tehnickog ograni¢enja metode, preko
mozaicizma do prisutnosti somatskih patogenih
varijanti. Stoga pacijent i obitelj moraju biti upu-
¢eni i u mogucnost negativnog rezultata prije ge-
netskog testiranja (20, 21, 22).

Zaklju¢no, razumijevanje osnovnih nacela suvre-
menih dijagnostickih moguénosti u genetici kao i
njihovih ogranicenja vazno je kako bi se odabrao
optimalan nacin dijagnostike. Pri tome je iznimno
vazna suradnja s klini¢kim i laboratorijskim gene-
ticarima. Odabir izmedu razlicitih dostupnih me-
toda testiranja, kao $to su molekularna kariotipi-
zacija, analiza ciljanog gena ili mutacije, koristenje
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genskog panela, sekvenciranja egzoma ili genoma
nije uvijek jednostavan. Potrebno je voditi ra¢una
o vise ¢imbenika, specificnosti fenotipa, diferen-
cijalnoj dijagnozi, dostupnosti pretrage, Zurnosti
postavljanja genetske dijagnoze i troskovima pre-
trage. U kratkom vremenu sekvenciranje genoma
postat e ili ve¢ postaje dio standardne skrbi s ci-
ljem ranog utvrdivanja genetske osnove bolesti i
primjene novih terapijskih moguénosti. Pred vra-
tima klinicke prakse su metodologije sekvencira-
nja RNA, optickog mapiranja genoma, sekvencira-
nja dugog Citanja i epigenetskog profiliranja koje
¢e u bliskoj buduénosti povecati udio uspjesno di-
jagnosticiranih pacijenata, ali uvijek uz nuzan raci-
onalni klini¢ki pristup i razumijevanje onoga sto
nam nove dijagnostike pruzaju (22).

Kratice:

arrayCGH (engl. comparative genomic hybridization) -
molekularna kariotipizacija metodom komparativne
hibridizacije genoma na mikromrezi

DNA (engl. deoxyribonucleic acid) — deoksiribonuklein-
ska kiselina

RNA (engl. ribonucleic acid) - ribonukleinska kiselina

CNV (engl. copy number variations) - varijante u broju
kopija

SNP (engl. single nucleotide polymorphism) - polimor-
fizmijednog nukleotida

LOH (engl. loss of heterozygosity) — gubitak heterozi-
gotnosti

UPD (engl. uniparental disomy) - uniparentalna disomija

FISH (engl. fluorescence in situ hybridization) - fluore-
scentna in situ hibridizacija

MLPA (engl. Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli-
fication) - metoda visestrukog umnazanja vezanih
sondi

NGS (engl. next generation sequencing) — sekvenciranje
sljedede generacije

OMIM (engl. Online Mendelian Inheritance in Man) - on
line baza Mendelski nasljednih bolesti

CES (engl. Clinical Exome Sequencing) — sekvenciranje
klinickog egzoma

WES (engl. Whole Exome Sequencing) - sekvenciranje
cijelog egzoma

WGS (engl. Whole Genome Sequencing) - sekvencira-
nje cijelog genoma

ACMG (engl. American College of Medical Genetics and
Genomics) - Americki koledz

medicinske genetike i genomike

VUS (engl. variant of unknown significance) - varijanta
nejasnog klinickog znacenja
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GUS (engl. genes of unknown significance) - geni cije
znacenje/uloga nije poznata
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SUMMARY

Rational approach to modern genetic diagnostics

Sanda Huljev Frkovi¢

Thanks to the accelerated advancement of technologies, increased knowledge, and falling prices,
the potential of genetic testing has never been greater. The expansion of knowledge and possi-
bilities has dramatically altered our diagnostic methods, including who we test, when we test,
the methods used, and how we interpret the obtained results. This influences the criteria for
conducting tests, the selection of diagnostic testing methods, and the potential for evaluating
genetic risk factors for common complex conditions, ultimately resulting in tailored care for each
individual patient. New methods have become the preferred approach for diagnosing genetic
conditions, yet it’s essential to remember that traditional techniques remain a highly effective
option when used appropriately. The geneticist plays a vital role in the diagnostic process, from
formulating a working diagnosis based on the patient’s medical history, current condition, dis-
ease progression, and previous treatment outcomes, to recommending appropriate genetic
testing, understanding its benefits and drawbacks, and accurately interpreting relevant findings
that impact the patient’s and their family’s future.

Key words: GENETICS; GENETIC TESTING; HIGH-THROUGHPUT NUCLEOTIDE SEQUENCING;
PRECISION MEDICINE; GENETIC COUNSELING
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