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Genom - nova epoha u laboratorijskoj dijagnostici i 
medicini
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 Suradnja i harmonizacija unutar uključenih zemalja Europe

 Nasljedne bolesti 

 Zakonodavni okviri, smjernice

 Licenciranje, certifikacija, akreditacija

 Sudjelovanje u vanjskoj kontroli kvalitete

 Provođenje vanjske kontrole kakvoće



Baza podataka o genetičkim laboratorijima i  
pretragama te kontrolama kvalitete u Europi i Hrvatskoj 

www.eurogentest.org



www.eurogentest.org

Programi vanjske procjene kvalitete DNA pretraga u 
organizaciji EMQN / smjernice

 Charcot Marie Tooth 

 Mišićna distrofija DMD/BMD

 Bolest fragilnog X

 Friedreichova ataksija

 Sindrom Prader Willi/Angelman

 Spinocerebelarna ataksija

 Spinalna mišićna atrofija

 Miotonična distrofija MD1/MD2

 Huntingtonova bolest

 Wilsonova bolest



Sudjelovanje u EQA shemi po zemlji (2012.g.)



DMD - EMQN u 2012.g.









Mišićna distrofija tipa Duchenne /smjernice

Klinički, biokemijski (CK, ~20.000 IU/L) i EMG rezultati

Oboljeli muškarac: dijagnostičko testiranje
Mišić: histološka
arhitektura stanice i 
kvantifikacija distrofina

Molekularna dijagnostika: delecija/probir duplikacija
Genomika (ekspresija gena); proteomika

Nije utvrđena 
delecija/duplikacija

Identificirana 
delecija/duplikacija

Prenatalna 
dijagnoza

Analiza povezanosti 
u ženskih srodnika

Vrijednost CK kod 
svih ženskih srodnika

Visok rizik Nizak rizik Nije nositelj

Genetičko 
savjetovanje

Genetičko 
savjetovanje



Distrofin zdrav 

BMD 

DMD 

Analiza Western blot

zdrav BMD DMD 

Arhitektura stanice 



Delecije eksona 4 -10, 21-30, 41-

43 distrofin gena

DMD - MLPA

A. Merkler, Lj. Juričić 2012



DMD: biokemijske pretrage, microarray-analiza 
i histološka analiza 

Diferencijalna ekspresija HLA-vezanih, MYL (laki lanac 
miozina) i TNNT (troponin T) skupina gena

Histološko bojenje skeletnog mišića DMD-
bolesnika, s različitim  stupnjem distrofnih 
promjena: nekroza (*) i regeneracija ()

CK (IU/L)

P1  18617
P2  20994
P3  24360
P4  19450
P5  14153
P6  21839
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DMD: strategija liječenja 

Razina intervencije Strategija liječenja

Mutirani gen
 Trenutno ne postoji učinkovita terapija za mišićnu distrofiju tipa Duchenne 

(DMD); novije terapije su usmjerene na transformaciju DMD-fenotipa u BMD-
fenotip promjenom mRNA distrofina od "out-of-frame" prema "in-frame". 

 Isjecanje eksona 19 u DMD-bolesniku s delecijom eksona 20 dovodi do 
stvaranja "in-frame" mRNA distrofina i pozitivnog distrofina u stanicama 
skeletnih mišića. 

 Novija istraživanja ukazuju da je moduliranje izrezivanja mRNA distrofina u 
skeletnim mišićima radi stvaranja "in-frame" transkripta koji kodira krnji, 
polufunkcionalni distrofin postupak koji može rezultirati liječenjem te bolesti. 

 Opsežna analiza ekspresije gena pruža vrijedne informacije o mehanizmima 
degeneracije mišića, stupnju napredovanja ili prekida obnavljanja mišića, te 
razlikama na molekularnoj razini između bolesnika i između bolesti. 

 cDNA microarray analiza otvara vrata za razvoj nove molekularne patologije u 
području miologije.

 Obnavljanje funkcije oštećenog skeletnog mišića ispituje se i sinkroniziranom 
vaskulogenezom, miogenezom i neurogenezom pomoću matičnih stanica

Mutirana mRNA

Mutirani protein

Metabolička ili 
druga biokemijska 
disfunkcija

Klinički fenotip

Obitelj
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Poremećaji slijeda tripleta



Miotonična distrofija tipa 1 (MD1)

 višesistemska progresivna neuromuskulatorna bolest

 varijabilna klinička slika: 

 najčešće uključuje miotoniju, progresivnu mišićnu distrofiju i 
kataraktu

 pojavnost: 3-15 na 100.000 u europskoj populaciji

 mutacija odgovorna za nastanak MD1 otkrivena 1992. godine

 produljenje slijeda tripleta CTG unutar 3’ neprevodivog 
odsječka gena DMPK (engl. Dystrophia Myotonica Protein 
Kinase Gene)



Shematski prikaz mutacije odgovorne za 

nastanak MD1
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Protein DMPK

 produkt gena DMPK

 pripada skupini serin/treonin protein kinaza

 prepisivanjem i alternativnim izrezivanjem gena 

nastaje 7 izoformi ovog proteina (68 – 80 kDa)

 uglavnom citoplazmatski protein, prisutan u svim 

tkivima



Produkt gena DMPK



Patogeneza RNA

 omogućava zajedničko objašnjenje 

patogeneze za MD1 i MD2 (produljeni sljedovi 

CUG i CCUG  u pre-mRNA)

 daje moguća objašnjenja za multiorganske 

poremećaje kod MD



Nasljeđivanje MD1

 ovisno o spolu prenositelja 

 prenositelj uglavnom majka s premutacijskim 

alelom ili punom mutacijom

 opseg produljenja donekle korelira s težinom 

kliničke slike 

 najopsežnija produljenja kod prirođene MD (više 

od ~800 CTG-a)



PCR s oligonukleotidnom hibridizacijom

Alel MD1

Alel MD1

Normalni aleli

(~250 CTG-a)

(~600 CTG-a)

(~ 5-20 CTG-a)



MD2 

 PROMM - proksimalna miotonična miopatija

 produljeni slijed CCTG unutar prvog introna gena ZNF9 

(engl. Zinc Finger Protein 9) u kromosomskoj regiji 3q21

 slijed ponavljanja je dio složenog motiva (TG)n(TCTG)n

(CCTG)n

 broj ponavljanja kod alela MD2 ~ 75 do 11000

 prepisivanjem alela MD2 nastaju pre-mRNA s 

produljenim slijedom CCUG



SPINALNA MIŠIĆNA ATROFIJA

 druga najčešća nasljedna neuromuskularna bolest s 
incidencijom od 1: 5000-25000

 jedna od 40-ero osoba nosi mutaciju gena koji se nalazi na 
5. kromosomu

 genski lokus za tri najčešća tipa spinalne mišićne atrofije 
nalazi se na 5q 11-13



SMA



SPINALNA MIŠIĆNA ATROFIJA

Uzorak s HOMOZIGOTNOM DELECIJOM:
0 kopija eksona 7 i 8 u genu SMN1
A. Merkler, Lj. Juričić 2011.

MLPA/kapilarna elektroforeza



"Ranije smo mislili da nam je sudbina u zvijezdama: 
sada znamo da nam je sudbina u velikoj mjeri i u 

genima…"

James Watson





HVALA NA POZORNOSTI!


