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OD ISTRAZIVANJA DO DIJAGNOSTIKE - ISKUSTVO S PRIRODOSLOVNO-
MATEMATICKOG FAKULTETA

P. Korag, I. Urlié

Zavod za molekularnu biologiju, Biolo$ki odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet,
Sveuciliste u Zagrebu, Horvatovac 102a, 10000 Zagreb, Hrvatska
(petra.korac@biol.pmf.hr, inga.urlic@biol.pmf.hr)

Translacijska istrazivanja se uglavhom definiraju kao prijenos znanja iz temeljnih, fundamental-
nih znansoti, npr. istrazivanja o specificnoj bolesti, kroz studije na ljudima i klini¢ku praksu do
procesa donoSenja odluka. Kao jedna od vodecih regionalnih sveuciliSnih institucija za znan-
stveni i stru€ni rad u podruéju biologije, €iji je cilj ,doprinos razvoju gospodarstva i drustva u cjeli-
ni primijenjenim i razvojnim znanstvenim istrazivanjima unutar nacionalnog trokuta znanja ostva-
renog suradnjom s poslovnim sektorom, posebice industrijom i financijskim institucijama , te
promicanje drustvene odgovornosti i drustvenih promjena, Prirodoslovno-matematicki fakultetje
pokrenuo uslugu molekularnih i stani¢nih analiza. U ovom predavanju bit ¢e prezentirana nasa
iskustva vezana za administrativne procese, komunikaciju s poslovnim sektorom i zakonodav-
stvom. Cilj nam je ukazati na glavne prepreke i razmotriti moguc¢a rjeSenja za laboratorije poput

ovoga, koji povezuju akademiju i gospodarstvo.

Klju€ne rijeci: Prirodoslovno-matematicki fakultet, prijenos znanja, akademija, gospodarstvo, mo-
lekularne i stani¢ne analize
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TKIVNO INZENJERSTVO | TKIVNO BANKARSTVO U KLINICKOJ PRAKSI
Dr.sc. Marija Zekus$i¢, mag.biol.mol.

Odjel za kontrolu kvalitete u transfuziji, stani¢noj i tkivnoj terapiji
Zavoda za transfuzijsku i regenerativnu medicinu
Klini¢ki bolnicki centar Sestre milosrdnice

Banka tkiva predstavlja samostalnu organizacijsku jedinicu unutar klinickog bolni¢kog centra za
prikupljanje, uzimanje, obradu. oduvanje, pohranu i raspodjelu razliCitih vrsta tkiva ili stanica.
Terapijski postupci koji su u klinickoj praksi su autologni keratinociti (matiCne stanice
epidermisa), autologne limbalne maticne stanica (maticne stanice roznice), autologne kosti,
alogeno kostano tkivo (glava bedrene kosti, spongioza) i alogene amnijske membrane.

Autologni keratinociti se uzgajaju u laboratorijskim uvjetima od pojedinacnih epitelnih sta-
nica, trajno obnavljaju epidermis te na taj naCin zatvaraju ranu i pridonose prezivljavanju tesko
opecenih pacijenata. Uzgoj autolognih keratinocita kao epidermalnih presadaka je klju¢an (Cesto
i zivotno vazan postupak) u lijecenju teSko opecenih pacijenata.

Limbalne mati¢ne stanice se nalaze u korneoskleralnom limbusu (zona izmedu rozZnice i
bjeloognice) i imaju moguénost stalnog popravljanja te mogu nadomjestiti epitelnu povrsinu roz-
nice. Nedostatak ovih stanica mozZe nastati kao posljedica kemijskih ozljeda oka, opeklina ili mo-
gu biti nasljedne. Kao posljedica na oku mogu nastati kroni¢ni upalni procesi, vaskularizacija te
ozilici na roznici i konjunktivi.. Limbalne mati¢ne stanice sposobne su proéi proliferaciju i diferen-
cijaciju i obnoviti epitel roznice. Tijekom procesa prikupljanja, uzimanja, obrade, pohrane i prije
klinicke primjene stanica provode se testovi kontrole kvalitete kako bi se osigurala sigurnost, kva-
liteta i u€inkovitost lijekova za napredne terapije. Primjenjuju se validirani i standardizirani pos-
tupci kako bi osigurala ponoviljivost i sigurnost u svim fazama obrade stanica i tkiva.

Amnijska membrana se koristi dugi niz godina u razli¢itim medicinskim podruc¢jima kao
$to su dermatologija, oftalmologija, transplantacijska, regenerativna medicina i sl. Siroku klini¢ku
primjenu pronasla je u oftalmologiji kod teskih bolesti prednjeg oénog segmenta.

Ljudske kosti i ostala kostano-miSi¢na tkiva najceSce su transplantirana tkiva, a svjeza
autologna kost je zlatni standard u transplantaciji kostiju. Kosti je dinami¢no tkivo koje se stalno
obnavlja i sastoji se od 3 tipa stanica: osteoblasti, osteociti i osteoklasti. Potreba za ugradnjom
autolognog kostanog tkiva postoji kod pacijenata nakon teske traume te pacijenata tijekom neu-
rokirurSke operacije lubanje. Za osteohondralne presatke odrzavanje vijabilnosti stanica je klju-
¢no, stoga se koristi neagresivna povrsinska dekontaminacija.




KLASICNA CITOGENETIKA U ERI MOLEKULARNE KARIOTIPIZACIJE
(array-CGH)

Dr.sc. Leona Morozin Pohovski, mag.mol.biol.

Klinika za djecje bolesti Zagreb

Komparativha genomska hibridizacija na mikropostroju (engl. array comparative genomic
hybridization; aCGH) je metoda molekularne kariotipizaije koja omogucava pregled cijelog
genoma sa znatno vecom moci razlu€ivanja u odnosu na rutinsku kariotipizaciju. U klini¢ku
praksu je uvedena 2004. godine, a danas je zamijenila klasi¢nu citogenetiku u postupniku
laboratorijske obrade bolesnika. Metoda se zashiva na ko-hibridizaciji jednakih koli¢ina razli€ito
fluorescentno obiljezenih DNA odsje€aka ispitivanog i kontrolnog uzorka odgovarajuéeg spola s
oligonukleotidnim DNA probama koje su vezane na staklenu podlogu. Mogucée je ispitivanje
cijelog genoma na razini razlu€ivanja koja je ~50-1000 puta vec¢a nego rutinska kromosomska
analiza. Mo¢ razluc€ivanja ovisi 0 broju i medusobnom razmaku proba na matrici. Probe mogu biti
razmjeStene ciljano, na mjestima gdje se nalaze poznati mikrodelecijski/duplikacijski sindromi
(tzv. targeted array) ili su probe u veéim ili manjim razmacima rasprsene za cijekupni genom (tzv.
whole genomic array). Takoder je moguce zasebno dizajniranje proba na matrici (engl. Custom
designed array) za odredene gene i kromosomske regije. Prednosti ove metode su velike.
Otkriva submikroskopske promjene te nebalansirane aberacije u cijelom genomu kao i
mozaicizam, a jednostavnija je i brza u odnosu na klasi¢nu citogenetiku. U usporedbi s rutinskom
kariotipizacijom kod aCGH analize isklju¢ena je subjektivnost u interpretaciji rezultata. Takoder,
za aCGH analizu nije potrebno prethodno kultiviranje stanica, $to omogucéava brze dobivanje
rezultata. lIpak, bitno ogranjCenje aCGH metode je nemoguénost otkrivanja balansiranih
kromosomskih promjena kao Sto su translokacije, prstenasti kromosomi i paracentricne ili
pericentrine inverzije te staniCne linije u mozaicimu. Buducéi da je klasi€nom kariotipizacijom
moguce kvalitativno odredit strukturu promjene, to¢no odrediti numeriCke i mikroskopski vidljive
balansirane i nebalansirane kromosomske aberacija cijeloga genoma, citogenetika ostaje kao
»zlatni standard” u laboratorijskoj dijagnostici kromoskih abreracija.
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INOVACIJE U DIJAGNOSTICI RESPIRATORNIH INFEKCIJA | ULOGA POINT-OF-
CARE TESTIRANJA U HITNOJ MEDICINI

12Mate Lerga, Dunja Kureljak, 'Lidija Simi¢ Severdija, !Elvis Malkoég, 3Vanda
Jurani¢ Lisni¢ 1°Martina Pavleti¢

LObjedinjeni hitni bolnicki prijam, KBC Rijeka

2Katedra za anesteziologiju, reanimatologiju, hitnu i intenzivhu medicinu, Medicinski
fakultet u Rijeci

3Centar za proteomiku, Medicinski fakultet u Rijeci

Zarazne bolesti predstavljaju znaCajan izazov globalnom javnom zdravstvu utjeCuéi na
medicinsku praksu, istraZivanja i drustveno-ekonomske sustave. Identifikacija to€nog uzro¢nika
bolesti klju¢na je za primjenu odgovarajuce terapije te je, u slu¢ajevima visoko zaraznih bolesti,
vazna za javno zdravstvo radi izolacije primarnog pacijenta i zastite Citave zajednice. Pandemija
COVID-19 osobito je utjecala na hitne medicinske odjele koji se suoCavaju s razli¢itim grupama
pacijenata, ukljucujuci kriticno oboljele.

Kvantitativni PCR (qPCR) pokazao se zlatnim standardom u dijagnostici SARS-CoV-2, ali je
njegova nedostupnost onemogucila Siroku primjenu u rutinskoj dijagnostici. Uvodenjem Point-of-
Care (POC) gPCR-a, vrieme ¢ekanja na rezultate se smanijilo, ali se zbog ograni¢ene
dostupnosti reagenasa i opreme situacija nije znatno poboljSala. Implementacijom metode
direktnog gPCR-a postignuta je dostupnost testiranja sa smanjenim vremenom ¢ekanja na
rezultate, s prosjecnih 15 na 3 sata (Slika 1). Tako je tijekom pandemije poboljSan protok
pacijenata, smanjeni su troSkovi nabave reagenasa i laZzno negativni rezultati brzog antigenskog
testiranja (BAT) (Slika 2), ¢ime je poboljSana sigurnost pacijenata i smanjen prijenos virusa
unutar bolnice. Nakon pandemije, dijagnosti¢ki spektar proSiren je na uobiCajene respiratorne
infekcije poput virusa influence A i B te RSV, kao i na Siri spektar respiratornih virusa i bakterija
(Slika 3), omogucujuci brzu i preciznu identifikaciju uzro€nika respiratornih bolesti. Ova
proaktivna strategija ubrzava protok pacijenata kroz odjel hitne medicine, olakSava njihov
smjestaj te ubrzava primjenu terapijskih postupaka.

"Point-of-care” testiranje igra klju¢nu ulogu u donoSenju brzih i informiranih odluka u hitnoj
medicini koje Cesto mogu biti presudne za pacijente u kriti€nim situacijama. Ovakav pristup
omogucava brzo dijagnosticiranje, pracenje razliCitih parametara, smanjuje vrijeme Cekanja na
rezultate, optimizira obradu i protok pacijenata te poboljSava ukupnu kvalitetu hithe medicinske
skrbi. Cilj nam je unaprijediti zdravstveni sustav i doprinijeti efikasnijem lije€enju pacijenata u
Odjelu bolni¢ke hitne medicine.
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CITOKEMIJSKA DIFERENCIJACIJA KRONICNE MIJELOICNE LEUKEMIJE OD
LEUKEMOIDNE REAKCIJE | OSTALIH MIJELOPROLIFERATIVNIH NEOPLAZMI

Antonia Meréep, Sara Brali¢, Maja Santak, Ivana Sestak Panizi¢, lvan Marchiotti

BioGnost d.o.o. Medugorska 59, 10040 Zagreb, Hrvatska

Kroniéna mijeloi¢na leukemija je neoplastina proliferacija stanica granulocitne loze u koStanoj
srzi koja rezultira povecanjem broja leukocita. Za citokemijsku diferencijaciju kroni€ne mijeloicne
leukemije od leukemoidne reakcije i ostalih mijeloproliferativnin neoplazmi Kkoristi se
determinacija indeksa aktivnosti alkalne fosfataze (ALP). U razdoblju od lipnja do listopada 2023.
godine testirano je 87 uzoraka. Za testiranje su koriSteni razmazi periferne krvi od kojih je 54 bilo
poznate dijagnoze mijeloproliferativne neoplazme (MPN), mijelodisplastiénog sindroma (MDS) i
mijeloproliferativne neoplazme/mijelodisplastiCnog sindroma (MPN/MDS), a 33 uzorka bila su
pod sumnjom na mijeloproliferativni poremeéaj zbog iskazane leukocitoze. Uzorci su testirani
kompletom LeukoGnost ALP (BioGnost®, Zagreb, Hrvatska) prema uputama iz kompleta. Za
svaki uzorak odredivana je ocjena (,score”) aktivnosti alkalne fosfataze tako Sto se 100
uzastopnih neutrofilnin granulocita, ovisno o intenzitetu citokemijske reakcije, svrstavalo u 6
kategorija, od 0 do 5. Dobiveni broj granulocita u svakoj kategoriji mnozio se s brojem
pripadajuce kategorije, a zbroj dobivenih umnozaka predstavlja Kaplowljev zbroj odnosno indeks
aktivnosti alkalne fosfataze (ALP indeks). Od uzoraka pacijenata s poznatom dijagnozom u svrhu
praéenja bolesti, njih 27,8% pokazuje nizak ALP indeks (<13) Sto prikazuje pacijente s
dijagnosticiranom kroni€nom mijeloi€nom leukemijom, njih 48,1% pokazuje ALP indeks 13-130
Sto prikazuje pacijente u remisiji bolesti, a njih 24,1% pokazuje ALP indeks (>130) Sto prikazuje
pacijente s dijagnosticiranom nekom drugom mijeloproliferativnom neoplazmom (MPN),
mijelodisplasti¢nim sindromom (MDS) i mijeloproliferativnom neoplazmom/mijelodisplasti¢nim
sindromom (MPN/MDS). Od uzoraka pacijenata sa sumnjom na neku od mijeloproliferativnih
neoplazmi zbog leukocitoze njih 21,2% pokazuje nizak ALP indeks (<13), njih 72,7% pokazuje
ALP indeks zdrave osobe (13-130), a njih 6,1% pokazuje visok ALP indeks (>130). Indeks
aktivnosti leukocitne alkalne fosfataze (ALP indeks) predstavlja dobar parametar za prognozu
kronicne mijeloicne leukemije jer pokazuje razliCite stupnjeve te hematoloSke bolesti.
Dijagnosticki kompleti poput koristenog LeukoGnost ALP (BioGnost® Zagreb, Hrvatska) su brza,
pristupacna i ucinkovita metoda za pracenje indeksa aktivnosti leukocitne alkalne fosfataze
citokemijskom metodom.
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ULOGA KRPELJA KAO VEKTORA ZOONOZA S OSVRTOM NA BOLESTI KOJE ONI
PRENOSE NA PODRUCJU ISTARSKE ZUPANIJE

Cvek M.1, Puskadija D.%, Jakac M.*, Landeka N., Pustijanac, E.?

1 Nastavni zavod za javno zdravstvo Istarske Zupanije, Nazorova 23, 52100 Pula,
Republika Hrvatska

2 Fakultet prirodnih znanosti, Sveuciliste Jurja Dobrile u Puli, Zagrebacka 30, 52100
Pula, Hrvatska

Zivotinje predstavljaju rezervoar patogena koje krpelji prenose na &ovjeka, poput lajmske bolesti,
Q groznice i rikecioze. U radu je prikazana prostorna analiza prikupljenih krpelja u periodu od
2020. i dio 2023. u korelaciji s povijesnim podacima 0 zoonozama u ljudi i Zivotinja prenosivih
krpeljima. Prikupljeno je 2349 krpelja rasporedenih u 12 vrsta. Podaci o humanim zoonozama
prenosivim krpeljima u periodu od 2016. i dio 2023. dobiveni su iz Prijava zaraznih bolesti.
Ukupno je prijavljeno 129 zaraznih bolesti &iji je moguéi vektor krpelj: 2019. jedan slu¢aj misje
groznice u Krsanu; jedan slucaj rikecioze 2016. u Liznjanu; po jedan slu¢aj Q groznice 2016. u
Pore€u i 2018. u Vizinadi; 123 sluCajeva borelioze od kojih je 115 analizirano. Kao vektora
borelioze Borrelia burgdorferi sensu lato potvrdenog na podrucju Istre, prikupljene su vrste
krpelja Ixodes ricinus (70,72 %), Ixodes hexagonus (0,13 %) te Ixodes frontalis (1,40 %). 1z
godisnjih izvjeS¢a o pojavi bolesti u zZivotinja u Republici Hrvatskoj zabiljezene su borelioza, Q
groznica i rikecioza kao bolesti koje mogu prenijeti krpelji sa Zivotinje na €ovjeka. U Zivotinja
obradeni su podaci samo za Q groznicu koje su zabiljezne 2017. u Cerovlju i Tar — Vabrizi; 2019.
u Kr8anu; 2020. u Lupoglavu; a 2022. u Zminju i Svetvin€entu. U istrazivanom periodu
zabiljeZzena je jedna najezda glodavaca - ride voluharice i zutogrlih Sumskih miSeva na
obroncima Ugke 2021., koji su prikuplieni u naseljima Su$njevica i Brgudac. Najveéi broj
humanih slu€ajeva lajmske bolesti evidentiran je u urbanim sredinama. NajviSe krpelja
prikuplieno je u urbanim sredinama s pasa koji predstavljaju sentinel Zivotinje za humanu
boreliozu, dok su humane rikecioze te humane i Zivotinjske Q groznice zabiljezene u ruralnim
sredinama, no slu€ajevi nisu povezani, patogen nije prenesen sa Zivotinje na Covjeka. Daljnjim
analizama dokazati ¢e se prisustvo istraZivanih patogena u krpelja te eventualno preklapanje
podrucja zoonoza zabiljezenih u ljudi i Zivotinja.
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IMUNOFENOTIPIZACIJSKI PROFIL ISPITANIKA ZARAZENIH PARVOVIRUSOM B19
Laura Peéek 1, lvana Grgié 2, Lana Gorenec 2, Snjezana Zidovec Lepej 12

1 Biolo$ki odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb,
Hrvatska

2 Odjel za imunolo$ku i molekularnu dijagnostiku, Klinika za infektivne bolesti ,Dr. Fran
Mihaljevic®, Zagreb, Hrvatska

Ljudski parvovirus B19 pripada rodu Erythroparvovirus unutar porodice Parvoviridae Ciji genom
¢ini jednolan¢ana DNA duljine oko 5600 nukleotida. Primarno zarazava i replicira se u diobeno
aktivnim stanicama prekursora eritrocita u kostanoj srzi. Prenosi se kapljicnim putem, krvlju te s
majke na dijete. U imunokompetentnih osoba infekcija izaziva blage simptome dok moze biti
opasha za imunkompromitirane osobe i trudnice. Cjepivo, kao ni bilo koji oblik direktne terapije
zasad nisu razvijeni. Zaraza parvovirusom B19 naj¢es¢éa je krajem zime i poCetkom prolje¢a, sto
ponekad rezultira epidemijom. Cilj ovog istrazivanja bio je usporediti rezultate analize limfocitnih
subpopulacija ispitanika koji su tijekom epidemije zaraze parvovirusom B19, od veljate do
kolovoza 2023. godine zaprimljeni u Kliniku za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢®. U
istrazivanje je ukljuéeno 14 odraslih te 5 pedijatrijskih ispitanika kojima je u perifernoj krvi
detektirana DNA parvovirusa B19 te radena proto¢na citometrija periferne krvi. Limfocitne
subpopulacije u perifernoj krvi ispitanika analizirali smo na proto¢nom citometru FACSCanto |l
koriste¢i BD Multitest™ 6-colour TBNK i BD Multitest™ CD8/CD38/HLA-DR reagense, a viremiju
u uzorku odredili koriste¢i AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5 na aparatu The LightCycler®
480 Instrument Il. Limfocitne subpopulacije u skupini ispitanika do 16 godina su unutar
referentnih  vrijednosti te infekcija parvovirusom ne pokazuje nikakav karakteristican
imunofenotipizacijski profil. Razlike u skupini odraslih najizrazenije su u apsolutnom broju CD4+
limfocita koji je snizen u odnosu na referentne vrijednosti u 9 od 14 ispitanika, te CD8+CD38+
limfocitima gdje 9 od 14 ispitanika ima vrijednosti vise od gornje granice. Vrijednosti NK stanica
poviSene su u 5 ispitanika, a aktiviranih limfocita T u 4 ispitanika. Ostale limfocitne subpopulacije
ne pokazuju uodljive tendencije porasta ili snizavanja tijekom infekcije. Kako bismo mogli dobiti
jasniji uvid u promjene koje u limfocitnim subpopulacijama izaziva parvovirus B19 istrazivanje je
potrebno provesti na ve¢em broju ispitanika.
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PREVALENCIJA VIRUSA HEPATITISA E U ZDRAVOJ POPULACIJI U HRVATSKOJ

lvana Gorskil, lvana Babi¢?, Jasna Bingulac-Popovié?, Irena Juki¢?

1Jasika d.o.o., Dolenica 55, 10250 Zagreb, ?Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu,
Petrova 3, 10000 Zagreb

Infekcija virusom hepatitisa E (HEV) u zdravih osoba uglavnom je asimptomatska. Transfuzija
HEV zarazene krvi u imunokompromitiranih bolesnika moze izazvati ozbiljnu bolest. U svrhu
procjene potrebe uvodenja rutinskog probira dobrovoljnih darivatelja krvi (DDK) na prisutnost
HEV RNA potrebno je utvrditi prevalenciju infekcije virusom HEV u populaciji DDK u Hrvatsko;.
Uzorci plazme DDK testirani su ID-NAT metodom koristenjem Procleix UltrioPlex E probirnog
testa za istovremeno odredivanje HBV DNA, HCV RNA, HIV-1,2 RNA i HEV RNA (Grifols,
Spanjolska). HEV infekcija potvrdena je standardiziranim testom, RealStar HEV RT-PCR Kit 2
(Altona Diagnostics, Njemacka), a prisutnost anti-HEV IgM i anti-HEV IgG antitijela odredena je
ELISA metodom (DIA.PRO Diagnostic Bioprobes, Italija). Primjenom nested-PCR-a i
sekvenciranjem evolucijski o€uvane regije unutar otvorenog okvira ¢itanja 1 (ORF1) po Sangeru,
odreden je genotip i filogenetska pripadnost virusa HEV. U periodu od prosinca 2021. do ozujka
2022., testiran je 8.631 uzorak i utvrdena su Cetiri HEV RNA-pozitivha uzorka, odnosno jedna
pozitivna donacija na 2.158 donacija (0,046%, 95% interval pouzdanosti, 0,018%-0,119%). Tri
donacije bile su u seroloskom periodu prozora (window period), te su potvrdnim kvantitativnim
testiranjem tih uzorka dobivene vrijednosti od 3,2E+1 do 4,73E+3 IU/ml HEV RNA.
Filogenetskom analizom kod dva je uzorka utvrden genotip HEV-3c. DDK nisu imali simptome
bolesti, a u prehrani su konzumirali svinjetinu. Naknadnim testiranjem uzoraka nakon 60 dana,
utvrdena je serokonverzija, a HEV RNA nije detektirana. Incidencija HEV RNA infekcije u zdravoj
populaciji u Hrvatskoj i prisutnost HEV-3 genotipa, odgovara podatcima u ostalim zemljama EU.
Odluka o implementaciji HEV RNA NAT probira DDK u Hrvatskoj, zahtjeva stru¢nu evaluaciju, uz
procjenu rizika prijenosa HEV infekcije transfuzijom krvi.
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ULOGA STANDARDNE | MOLEKULARNE CITOGENETICKE ANALIZE U
DIJAGNOSTICI (KARIOTIPIZACIJA | FISH)

Maja Buljubasi¢ Soda1,2, Marija Petrovié1, Bernarda Lozié¢1,2

1Laboratorij za humanu genetiku, Klinika za djecje bolesti, KBC Split,
2Katedra za pedijatriju, Medicinski fakultet u Splitu
Laboratorij za humanu genetiku, KBC Split

lako je kariotipizacija tehnika stara preko 70 godina, i danas, u eri molekularnih metoda i dalje
ostaje zlatni standard i glavna metoda citogenetike. Ona omogucuje uvid u sve numericke i veée
strukturne kromosomske aberacije pri odredivanju konstitucijskih promjena (npr. Down sindrom,
Cri du chat sindrom), ali takoder i pri odredivanju steCenih kromosomskih aberacija kod
hematoonkoloskih pacijenata. Buduci da je ograniCavajuci Cimbenik ove metode razlucivost od 5-
10 Mb, ovisno o uputnoj dijagnozi pacijenata Cesto ju je potrebno nadopuniti sa molekularnom
citogenetiCkom analizom- Fluorescence in situ Hybridization (FISH). Za razliku od kariotipizacije,
FISH je ciliana molekularna metoda pomoc¢u koje takoder moZzemo odrediti numeri¢ke, ali i
manje strukturne kromosomske promjene poput delecija i translokacija veli€ine 100-200 kb.
Posebnom vrstom FISH sondi, tzv. Whole Chromosome Painting (WCP) sondama koje se
specificno veZzu za cijeli kromosom, mozZzemo potvrditi balansirane translokacije prethodno
otkrivene kariotipizacijom. Posljednjih nekoliko godina, u Laboratoriju smo uveli i specificne FISH
panele za odredene hematoonkolo$ke bolesti, kako bismo mogli uociti i one promjene koje se ne
mogu primjetiti standardnom kariotipizacijom. Citogeneti¢ka analiza izrazito je vazna u
dijagnostici, jer omogucuje postavljanje ispravne dijagnoze, te primjenu ciljane terapije, narocito
u hematoonkologiji.
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TIPIZACIJA GENA HLA METODOM SEKVENCIRANJA NOVE GENERACIJE

Jukié Lucija, Maskalan Marija, Grubi¢ Zorana

Odjel za tipizaciju tkiva, KliniCki zavod za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku
biologiju, Klinicki bolniCki centar Zagreb

Geni sustava Humanog Leukocithog Antigena (HLA, od engl. Human Leukocyte Antigen) imaju
vaznu ulogu u imunoloskom sustavu zbog €ega su kljuéni u transplantaciji solidnih organa i
krvotvornih mati¢nih stanica te u upalnim procesima i autoimunim bolestima. Jedna od glavnih
karakteristika ovog sustava je izrazito velik polimorfizam gena S§to znaCajno utjeCe na
odredivanje podudarnosti primatelja i davatelja organa u transplantaciji. Metoda sekvenciranja
nove generacije (NGS, od engl. New Generation Sequencing) omoguéuje tipizaciju visokog
razluCivanja do 4 polja te sekvenciranje dijelova gena HLA koji do sada nisu bili sekvencirani, $to
za posljedicu ima i otkrivanje velikog broja novih alela. Metoda NGS uvedena je u svrhu tipizacije
dobrovoljnih darivatelja krvotvornih mati¢nih stanica iz Hrvatskog registra. Ovom metodom je do
sada analizirano 2350 uzoraka za lokuse HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 i -DPB1 pomoc¢u testova
NGSgo-MX6-1 (GenDx, Utrecht, Nizozemska). Sekvencirani su cijeli geni za lokuse HLA razreda
I (HLA-A, -B i -C), a za gene HLA razreda Il (HLA-DRB1, -DQB1 i -DPB1) samo egzoni 2 do 4.
Sekvence alela HLA usporedivane su sa sekvencama baze IPD-IMGT/HLA, dok su novi aleli
prijavljeni u banku gena Banklt te u bazu alela HLA IPD-IMGT/HLA. Na lokusu HLA-A otkriveno
je devet novih alela, na najpolimorfnijem lokusu HLA-B jedanaest novih alela, a na lokusu HLA-C
sedam. Kako je pokrivenost sekvence gena HLA razreda |l pomocu koriStenog testa manja nego
pokrivenost sekvence gena HLA razreda |, oteZano je otkrivanje novih alela pa tako na lokusima
HLA-DRBL1 i -DQB1 nismo otkrili niti jedan novi alel, a na lokusu HLA-DPB1 C&etiri. Najveci broj
novih alela (N=13) je imao intronsku promjenu u slijedu nukleotida u odnosu na njima najsli¢niji,
dosad opisani alel. Sest alela je imalo sinonimnu mutaciju, a kod dvanaest novih alela
pronadena je nesinonimna mutacija. Ovi podaci naglaSavaju vaznost novih metoda
sekvenciranja gena HLA u svrhu odredivanja $to bolje podudarnosti primatelja i davatelja u
transplantaciji krvotvornih mati¢nih stanica, ali i dobivanja preciznije slike o raznolikosti gena
HLA u hrvatskoj populaciji.
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Cijanobakterije i cvjetanje algi na kupaliStima kao javno-zdravstveni problem i
izazov

IVAN DAMJANOVIC!, MIRTA EBERHARD! , DANIJELA BEZIK!, HRVOJE SUCIC?,
DARIO KOLARIC!, MARIKA KRALJ!, BARBARA PETROVICKY SVEIGER?, INES
RUSKAN?, SNJEZANA BENKOTIC?!, HRVOJE BEKINAL, NATASA TURIC!

INastavni zavod za javno zdravstvo OsjeCko-baranjske Zupanije, Drinska 8, 31000
Osijek

Sazetak
Cijanobakterije predstavijaju jedne od najstarijih fotosintetskih organizama na Zemlji, a

naseljavaju razli¢ita vodena staniSta ukljuCujuci i ona koje karakteriziraju ekstremni uvjeti. Prema
tome, moze se zakljuCiti da popunjavanju razliite ekoloske niSe te se smatraju ,pionirima
naseljavanja“. Nadalje, mnoge vrste fiksiraju i atmosferski dusdik u aminokiseline i amonijeve
ione, a posljednja istrazivanja su pokazala da su cijanobakterije glavni fiksatori atmosferskog
dusika u oceanima. Zbog svojih karakteristika koje dovode do povecanja koncentracije
cijanotoksina vazna su karika ekosustava, ali zbog sposobnosti tolerancije na ekstremne
okolisne uvjete i naglog rasta pri optimalnim uvjetima mogu prouzrociti pojavu cvjetanja pri ¢emu
se njihova brojnost naglo povecava $to posljediéno moze imati negativne posljedice za zdravlje
Covjeka i ekosustav u cjelini. Nastavni zavod za javno zdravstvo OsjecCko-baranjske Zupanije
provodi pracenje koncentracija cijanobakterija na kupaliStima i odabranim jezerima na podrucju
Osjecko-baranjske  Zupanije tijjekom sezone kupanja. Uzorkovanje je provedeno
fitoplanktonskom mrezicom na ukupno devet kupalista: Cetiri na podrucju grada Dakova i pet na
podrucju grada Osijeka. Uzorci su zatim analizirani pod mikroskopom, a prisutne vrste i rodovi su
determinirani uz pomo¢ odgovarajuce literature. U drugoj polovici kolovoza uz prisutno cvjetanje
algi na osjeCkom kupaliStu Bajer Jug Il, zabiljeZzena je koncentracija cijanobakterija, koja
predstavlja visok rizik za zdravlje ljudi. Mikroskopskom analizom uzoraka utvrdena je
dominantnost vrsta iz rodova Aphanizomenon i Pseudanabaena. Osim navedenih, zabiljezene
su i vrste iz rodova Limnothrix i Microcystis. Buduc¢i da je postojao visok rizik za pojavu Stetnih
ucCinaka na zdravlje ljudi, poduzete su odredene mjere smanjenja rizika te su izdane javno-
zdravstvene preporuke. Uzorkovanja su nakon toga ponovljena pocetkom i sredinom rujna te je
analizama utvrdeno smanjenje koncentracije cijanobakterija na razinu koja zadovoljava kriterije
niskog rizika za pojavu Stetnih ucinaka na zdravlje Covjeka prema smjernicama Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO: Guidelines for safe recreational water environments, Volume 1.
Coastal and fresh waters).

Kljuéne rijeé€i: cijanobakterije, cvjetanje algi, povrSinske kopnene vode, javno zdravlje
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RAZVOJ ENZIMOCITOKEMIJSKIH KOMPLETA LEUKOGNOST ZA PRIMJENU U
DIJAGNOSTICI | DIFERENCIJACIJI AKUTNE MIJELOICNE LEUKEMIJE

Sara Brali¢, Maja Santak, Ivana Sestak Panizi¢, lvan Marchiotti

BioGnost d.o.o. Medugorska 59, 10040 Zagreb, Hrvatska

Uvod

Bojenje krvnih razmaza i preparata kostane srzi poznate su metode za dijagnostiku hematoloskih
bolesti koje se koriste u kombinaciji s modernim metodama poput proto¢ne citometrije i imunohi-
stokemijskih metoda. Enzimskim citokemijskim bojenjem detektira se lokacija i aktivnost stanic-
nih struktura i enzimskih sustava u citoplazmi leukemijskih stanica bitnih za postavljanje razlicitih
dijagnoza. Dijagnostika LeukoGnost setovima predstavlja jedan od prvih koraka u dijagnostici
leukemija i time temelj za dobar odabir personalizirane terapije kod ovih zlo¢udnih bolesti. Leu-
kemije su neoplasti¢ne proliferacije nezrelih stanica hematopoetskog sustava koje karakterizira
abnormalna diferencijacija. Leukemijske stanice se ubrzano dijele i akumuliraju u kostanoj srzi.
Zamjena normalnih stanica leukemijskim stanicama rezultira znakovima i simptomima bolesti.
Leukemije se mogu podijeliti na akutni i kroni¢ni oblik. Akutne leukemije potje€u od primitivnih
krvotvornih mati¢nih stanica i mogu se podijeliti na akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML) i akutnu
limfoblasti¢nu leukemiju (ALL) dok se kroni¢ne leukemije dijele na kroniénu mijeloi¢nu leukemiju
(CML) i kroni€nu limfoblasti€nu leukemiju (CLL).

Cilj
Cilj ovog projekta bio je razviti enzimske komplete (LeukoGnost SPE, LeukoGnost NSE i Leuko-
Gnost SPENSE) za citokemijsko bojenje krvnih razmaza i razmaza kostane srZi koji ¢e se koristi-
ti za dijagnostiku i diferencijaciju podtipova akutne mijeloi¢ne leukemije.

Materijali i metode

Za razvoj enzimskih kompleta koriSteni su razmazi periferne krvi i razmazi koStane srzi pacijena-
ta oboljelih od akutne mijeloi¢ne leukemije (AML), akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL), mijelo-
displasticnog sindroma (MDS), mijeloproliferativne neoplazme (MPN) i mijelodisplasti¢nog sin-
droma/mijeloproliferativne neoplazme (MDS/MPN). Razmazi su prije bojenja kompletima suseni
na sobnoj temperaturi i potom fiksirani LeukoGnost fiksativom (BioGnost, Zagreb). Nakon fiksaci-
je, preparati su bojeni kompletima LeukoGnost SPE (komplet za detekciju aktivnosti specifi¢ne
esteraze u leukocitima), LeukoGnost NSE (komplet za detekciju aktivnosti nespecifiCne esteraze
u leukocitima) i LeukoGnost SPENSE (komplet za istovremenu detekciju aktivnosti specificne i
nespecifitne esteraze u leukocitima). Kod koriStenja kompleta LeukoGnost NSE i LeukoGnost
SPENSE, osim bojenja sa supstratom, testirana je i reakcija sa inhibitorom nespecifi¢ne estera-
ze. Nakon enzimskog bojenja, preparati su kontrastno bojeni hematoksilinom LeukoGnost HEM
(LeukoGnost SPE i LeukoGnost NSE) ili bojom Methyl Green (LeukoGnost SPENSE). Kako bi
se oCuvala postojanost i kvaliteta preparata, razmazi su nakon bojenja pokrivani pokrovnim sta-
kalcima uz koriStenje sredstva BioMount Aqua (BioGnost, Zagreb).

Rezultati

Pri mikroskopskoj analizi uzoraka obojenih kompletom LeukoGnost SPE pozitivnom citokemij-
skom reakcijom na specificnu esterazu smatrana je prisutnost brojnih intenzivno crveno obojenih
zrnaca u citoplazmama stanica hematopoeze. Citokemijska reakcija je izrazito pozitivha u stani-
cama granulopoeze (neutrofilni granulociti). Monociti su negativni ili vrlo slabo pozitivni (vrlo nje-
Zno crveno obojena zrnca u citoplazmama). Ostale stanice hematopoeze (limfociti, limfoblasti,
plazma stanice, stanice eritropoeze i trombopoeze) su negativne. Pri mikroskopskoj analizi uzo-
raka obojenih kompletom LeukoGnost NSE pozitivhom citokemijskom reakcijom na nespecifi¢nu
esterazu smatrana je prisutnost crveno-smedih zrnaca ili difuzne crvenosmede obojenosti citop-
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lazme stanica hematopoeze. Citokemijska reakcija je izrazito pozitivna (intenzivnho tamno-
crveno-smede obojenje) u stanicama monopoeze (monociti). Nakon bojenja s inhibitorom nes-
pecificne esteraze dolazi do potpune inhibicije reakcije te monociti ostaju neobojeni. U ostalim
stanicama hematopoeze mijestimice je vidljivo njezno svijetlo-smede obojenje citoplazme. Pri
mikroskopskoj analizi uzoraka obojenih kompletom LeukoGnost SPENSE pozitivnom citokemij-
skom reakcijom na kombinaciju specificne i nespecificne esteraze smatrana je prisutnost plavo
obojenih zrnaca u citoplazmama stanica granulopoeze (neutrofilni granulociti) i smede-crvenih
zrnaca u citoplazmama stanica monopoeze (monaociti). Citokemijska reakcija je istovremeno po-
zitivna i u neutrofilima i u monocitima, osim kod koriStenja inhibitora nespecificne esteraze kada
ne dolazi do specificnog obojenja monocita. Kombinacija specificne i nespecificne esteraze o-
mogucuje istovremeno prepoznavanje monocita i stanica neutrofilne linije, naroCito u slu€aju
akutne mijelomonocitne leukemije (AMML) gdije stanice pokazuju istovremeni pozitivitet.
Zaklju€ak

Uzorci obojeni kompletima LeukoGnost SPE, LeukoGnost NSE i LeukoGnost SPENSE u potpu-
nosti su adekvatni za procjenu aktivnosti specificne i nespecificne esteraze u razmazima perifer-
ne krvi i koStane srzi u bolesnika oboljelih od AML, ALL, MDS, MPN i MDS/MPN
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EKOLOSKI PRIHVATLJIVI FIKSATIVI U HISTOLOGIJI | CITOLOGIJI
Mateja Nemet, Lea Vrbanéié, Maja Santak, lvana Sestak Panizié, lvan Marchiotti

BioGnost d.o.o., Medugorska 59, Zagreb

Standard u fiksaciji histoloSkih uzoraka je otopina formaldehida u vodi, poznata kao formalin,
koju je predlozio Ferdinand Bloom 1893.-1894. godine. Formalin je toksi¢an hlapljivi reagens,
koji pokazuje alergena, neurotoksi¢na i kancerogena svojstva. Posljedi¢no i samo zbrinjavanje
fiksativa na bazi formaldehida predstavlja veliki problem Sto &ini ovaj fiksativ ekoloski neprihvat-
liivim - kako za ljude tako i za cjelokupni okoli§. Nadalje, formalin kao sam fiksativ pokazuje od-
redene nedostatke u smislu nepoZeljnih morfoloskih promjena u tkivu te spore i ponekad nepot-
pune fiksacije.

Vec¢ se dugi niz godina traga za novim zamjenskim fiksativom za formalin koji bi uz netoksic¢nost
trebao osigurati identi¢no strukturno i molekularno, ako ne i bolje, oCuvanje tkiva. Kao jedan od
najcescih alternativa formaldehidu istiCe se glioksal. Radi se o jednostavnom dialdehidu koji ma-
nje hlapi nego formalin §to ga posljedi¢no Cini manje Stetnim za ljude. IstraZivanja su pokazala
da glioksal pokazuje sli¢nu reaktivnost prema komponentama tkiva kao formalin, $to ga uz nisku
toksi¢nost, €ini dobrom potencijalnom alternativom formalinu. BioGnost je trenutno u zavrs$noj
fazi razvoja ekoloSkog fiksativa na bazi glioksala za primjenu u histologiji koji pokazuje usporedi-
ve rezultate s formalinom, a u nekim analizama (npr. analiza DNA) i bolje od formalina.

Osim za histoloSke uzorke, formaldehid se takoder koristi kao glavna komponenta vecine fiksati-
va za hematoloske i citoloSke uzorke, i to osobito za uzorke na kojima se rade enzimocitokemij-
ska bojanja. Za razliku od metanola, koji se ¢esto koristi kao fiksacijsko sredstvo krvnih razmaza,
formaldehid omoguéava oCuvanje i stani¢nih enzima Cija se aktivnhost detektira specijalnim boja-
njima. BioGnost u svom katalogu nudi LeukoGnost fiksativ pogodan za fiksaciju razmaza Kkrvi i
koStane srzi u svrhu provedbe enzimocitokemijskih metoda. S obzirom da je LeukoGnost fiksativ
baziran na formalinu i acetonu razvijena su tri nova fiksativa za citoloSke uzorke prvenstveno u
svrhu enzimocitokemijske dijagnostike koji umjesto formaldehida sadrzi manje Stetni glioksal ili
kemikalije koje nisu Stetne po ljudsko zdravlje niti za okolis.
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Utjecaj vode niske i visoke temperature na sposobnost inhibicije enzima a-amilaze
I lipaze kod mladih biljaka brokule (Brassica oleracea L. convar. botrytis (L.) Alef.
var. cymosa Duch.)

Jana Zekirovski, Emilie Kokié, Dino Davosir, Ivana Sola*

Biolo$ki odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet, SveuciliSte u Zagrebu, Horvatovac
102a, 10000 Zagreb, Hrvatska

*korespondirajuci autor

Brokula je, kao i mnoge druge biljke iz porodice kupusnjaca, bogata spojevima koji inhibiraju
aktivaciju enzima bitnih za razgradnju tvari u ljudskom organizmu. Takvi enzimi su a-amilaza i
lipaza. Inhibicija a-amilaze, enzima koji ima vaznu ulogu u probavi Skroba i glikogena, smatra se
strategijom lije€enja poremecaja unosa ugljikohidrata, poput dijabetesa i pretilosti, kao i zubnog
karijesa i parodontalne bolesti. Dok je lipaza gusteraCe kljuéni enzim za apsorpciju lipida.
Klimatske promjene globalni su problem koji iz dana u dan utjeCe na biokemijske parametre
biljaka. U sklopu ovog rada istrazen je utjecaj vode niske i visoke temperature na metabolizam
mladih biljaka brokule s ciliem utvrdivanja promjena u nutritivnim svojstvima biljke. Ekstrakti
brokule pripremljeni su u 70%-tnom etanolu. Nakon toga je mjerena sposobnost inhibicije enzima
a-amilaze i lipaze. Rezultati pokazuju da se sposobnost inhibicije a-amilaze zna€ajno povecala u
skupini tretiranoj vodom niske temperature, dok je inhibicija lipaze zna¢ajno smanjena u skupini
tretiranoj vodom visoke temperature. Promjene u navedenim parametrima ukazuju da bi porast
globalne temperature, kao i sve ¢es¢i temperaturni Sokovi, mogli znacajno utjecati na hranjivu
vrijednost biljaka.

Klju€ne rijeci: klimatske promjene, fitokemija, nutritivna vrijednost, enzimi

Ovo istrazivanje provedeno je u sklopu HRZZ istrazivackog projekta IP-2020-02-7585 "Neizravni utjecaj
globalnog zatopljenja na fizioloSke parametre sisavaca ishranom biljkama uzgojenim na visokim
temperaturama (TEMPHYS)".
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UTJECAJ PANDEMIJE COVID-19 NA RAD ODJELA ZA TIPIZACIJU TKIVA
KLINICKOG BOLNICKOG CENTRA ZAGREB

Matea Vukovig, vMarija Burek Kamenari¢, Katarina étingI-Jankovié, Natalija
Martinez, Renata Zunec

Odjel za tipizaciju tkiva, KliniCki zavod za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku
biologiju, Klinicki bolni¢ki centar Zagreb, Zagreb, Hrvatska

Pandemija COVID-19 znacajno je utjecala na opterecenost zdravstvenog sustava i dovela do
smanjenja dostupnih kapaciteta medicinske skrbi. Cilj ovoga rada bio je utvrditi utjecaj pandemije
COVID-19 na broj provedenih pretraga na Zavodu za tipizaciju tkiva Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb. Koristeéi podatke o broju pacijenata koji su obavili pojedine pretrage na Zavodu,
usporedili smo stanje u pred-COVID razdoblju (2018.-2019. g.), u COVID razdoblju (2020.-2021.
g.), te u post-COVID razdoblju (2022.-11/2023. g.).

U 2020. godini, koju je obiljeZio poCetak pandemije koronavirusa, zabiljeZzen je pad u broju
kadaveri¢nih davatelja (N=87) u odnosu na pred-COVID razdoblje (N=134 i N=108), a padajudi
trend nastavio se i u narednim godinama (N=87; 96; 82). Takoder, u 2020. godini zabiljezen je
najmaniji broj transplantacija bubrega (N=100), jetre (N=92) i srca (N=26) unutar istraZivanog
razdoblja (2018.-2023.). Broj pacijenata na listi ¢ekanja za transplantaciju nije se promijenio u
COVID razdoblju. Za razliku od transplantacija solidnih organa, broj obavljenih transplantacija
krvotvornih mati¢nih stanica poveéavao se svake godine i ne vidi se utjecaj pandemije na
ukupan broj transplantacija. Jedina vidljiva razlika jest da je veéi broj transplantacija u COVID
razdoblju obavljen sa srodnih donora (N=39 i N=47), u odnosu na pred-COVID (N=33 i N=33) i
post-COVID razdoblje (N=25). Sukladno tome, broj pacijenata koji su dolazili na Zavod zbog
posttransplantacijskog pracenja kimerizma povecavao se iz godine u godinu. Ucinak pandemije
COVID-19 jasno je vidljiv u broju pretraga vezanih uz dijagnostiku bolesti, jer je tijekom 2020.
doslo do smanjenja broja pacijenata (N=2385) u odnosu na pred-COVID razdoblje (N=3460 i
N=3550), dok u post-COVID razdoblju broj pacijenata ponovno raste (N=3748 i N=3555).

Ovaj rad potvrduje oCekivano smanjenje opsega rada tijekom pandemije COVID-19, ponajvise u
podrucju transplantacija. Pandemija je zna¢ajno otezala transport organa i ogranicila dostupnost
davatelja, Sto je dovelo do manjeg broja transplantacija solidnih organa, ali isto tako i veceg broja
transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica sa srodnih donora. Ovi rezultati mogu biti poticaj za
donoSenje boljih mjera i strategija u izvanrednim situacijama poput pandemije, kako bi se
neometano mogla pruzati medicinska skrb svim pacijentima, a posebice onim najugrozenijima.
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PROMJENE U BROJU KOPIJA REGIJE Q11.2 KROMOSOMA 22

Ivana Tonkovi¢ Durisevi¢?!, Sanda Huljev Frkovi¢?, Morana Miklos!, Anita Pokupec
Bili¢?!
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Regija q11.2 kromosoma 22 sadrZi visoko homologne sekvence malog broja ponavlajnja, LCR
(eng. low-copy repeats), tj. segmentalnih duplikacija koje su medijatori nealelne homologne
rekombinacije (NAHR - eng. nonallelic homologous recombination). Ovim mehanizmom LCR-ovi
mogu stimulirati nastanak CNV-a, promjene u broju kopija DNA i tako dovesti do rekurentnih
delecija i duplikacija.

Metode kojima se u Odjelu za citogenetiku otkrivaju delecije i duplikacije kromosoma 22q11.2 su
molekularna kariotipizacija — komparativna genomska hibridizacija s upotrebom bio€ipova (engl.
array-based comparative genomic hybridization) (Agilent Technologies), viSestruko umnazanje
vezanih probi - MLPA (engl. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) (MRC Holland) te
Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) na uzorcima periferne krvi pacijenata.

Prikaz slu€ajeva: kliniCka slika najéeS¢e mikrodelecije LCR22A-LCR22D od 3 Mb proksimalne
regije 22911.2 slicna je rjedoj i nedto manjoj deleciji od 1,5 Mb A-B, a poznate su pod nazivom
22q11.2 mikrodelecijski sindrom, $to ukazuje na gotovo potpunu penetrantnost gena.

Duplikacije proksimalne regije, kao i distalne delecije i duplikacije 22q11.2 pokazuju varijabilni
fenotip. Nadene rekurentne distalne delecije LCR22D-LCR22G i LCR22E-LCR22F i duplikacije
LCR22E-LCR22H varijabilne su u svojoj veli€ini, ovisno kojim su sekvencama ograni¢ene. Mogu
biti de novo nastanka ili su naslijedene od zdravog ili blago zahvaéenog roditelja, $to upucuje na
nekompletnu penetrantnost zahvacenih gena i varijabilnu ekspresivnost fenotipa.
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XYY SINDROM — PRIKAZ SLUCAJA S FENOTIPOM NISKOG RASTA
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SKlinika za pedijatriju, Zavod za djec¢ju endokrinologiju | dijabetes, KBC Zagreb,
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UVOD: XYY sindrom je rijetki genetski poremecaj koji se javlja u 1/1000 Zivorodene muske
djece. Okarakteriziran je prisutnoS§¢u dodatnog Y kromosoma u stanicama te se fenotipski
manifestira kroz visoki rast te blaZze odstupanje u motorickom i govorno-jezicnom razvoju.
Mozai¢ne forme XYY sindroma koje uklju€uju tri stani€ne linije vrlo su rijetke i klini¢ki varijabilne,
ovisno o udjelu stanica sa aneuplodijom spolnih kromosoma u tkivu.

METODE | REZULTATI: Cetrnaestogodis$nji dje¢ak nakon endokrinoloske obrade, upuéen je na
kariotipizaciju zbog niskog rasta. Citogenetskom analizom uzorka periferne krvi odreden je
kariotip: mos 47,XYY,inv(9)[25]/45,X,inv(9)[1]/46,XY,inv(9)[1]. Udio stanicnih linija te struktura
kromosoma Y odredena je metodom FISH. Stanicne linije sa prisuthom SHOX regijom na svim
gonosomima, distribuirane su u 92% (XYY), 2% (X) | 5% (XY).

ZAKLJUCAK: Prezentirani sluéaj prikazuje neobiéan fenotip niskog rasta, posljedicom mozai¢ne
forme tri stani¢ne linije, ali s visokim udjelom XYY stanica u perifernoj krvi. Prikazom slu€aja
naglaSava se vaznost citogenetske analize kao dijagnosticke obrade kod endokrinoloskih
procjena poremecaja rasta.

Klju€ne rijeCi: XYY sindrom; mozaicizam; niski rast
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USPOREDBA KVANTIFIKACIJE DNA VIRUSA EPSTEIN-BARR PRIMJENOM
DVAJU TESTOVA LANCANE REAKCIJE POLIMERAZOM U STVARNOM VREMENU
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Virus Epstein-Barr (EBV) onkogeni je virus Cija se protutijela mogu dokazati u viSe od 90%
odraslih osoba u svijetu. Infekcije virusom EBV €esto su bez simptoma, no akutna infekcija moze
uzrokovati i pojavu infektivne mononukleoze. Infekcije virusom EBV iznimno su znacajne u
imunodeficijentnih osoba zbog mogucnosti reaktivacije virusne replikacije, ali i virusom-potaknute
transformacije i imortalizacije B-limfocita te mogucnosti uzrokovanja  brojnih malignih i
autoimunih bolesti. Metode molekularne biologije, posebice lanfana reakcija polimerazom u
stvarnom vremenu (engl. real-time polymerase chain reaction, PCR), iznimno su znaéajne za
analizu kinetike virusne replikacije odredivanjem broja kopija DNA EBV-a u istraZivanjima iz
podru€ja molekularne virologije, imunopatogeneze infekcije EBV-om kao i u biomedicinskim
istrazivanjima bolesti povezanih s ovim virusom.. U ovom istraZivanju cilj je bio usporediti broj
kopija DNA EBV-a u uzorcima periferne krvi odredenih primjenom dvaju standardiziranih
kvantitativnin PCR testova u stvarnom vremenu te utvrditi da li su rezultati procjene kinetike
virusne replikacije usporedivi i primjenjivi u bioloskim i biomedicinskim istrazivanjima. Uzorci su
analizirani koriste¢i standardizirani test LightMix for the detection of EBV DNA na instrumentu
LightCycler 2.0. (kapilarni real-time PCR instrument) te primjenom novoga testa LightMix for the
detection of EBV DNA s adaptiranim protokolom na real-time PCR instrumentu nove generacije
LightCycler 480 Il. Rezultati istraZivanja pokazali su vecinsko poklapanje izmedu dva testa Sto se
tice zabiljezavanja pozitivnih uzoraka, no i jedan diskrepantni uzorak. Nadalje, uzorci testirani na
novom instrumentu imali su znacajno niZze Ct vrijednosti od uzoraka testiranih na starom
instrumentu kao i znaCajno nizu viremiju od uzoraka testiranih na starom testu. Takoder,
koristenjem LightCycler 480 Il. zabiljezene su niZe razine viremije u visoko pozitivnim uzorcima,
dok pri niskim vrijednostima virusne DNA zabiljeZzava viSe vrijednosti od LightCycler 2.0., Sto
pokazuje veéu osjetljivost, kao i objasnjenje diskrepantnog uzorka koji je na LightCycler 2.0
uredaju zabiljezen kao negativan, a na LightCycler 480 Il.kao pozitivan.
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Iznenadni sréani zastoj (SCA) vodecdi je uzrok netraumatske smrtnosti u svijetu. Najmanje 25%
slu¢ajeva SCA ima genetsku komponentu i mozZe se klasificirati kao nasljedno sréano stanje
(ICC). Pokusali smo sagledati ucinak i Klinicku korist dostupnog dijagnostic¢kog panela pod
nazivom TruSight Cardio Sequencing Panel.

U ovoj pilot studiji proveli smo genetsko testiranje na kardiomiopatije u odabranih pacijenata s
jasnim fenotipovima neishemitne kardiomiopatije. Genetsko testiranje provedeno je u
genetickom laboratoriju KB Dubrava koriStenjem NGS tehnologije koje pokriva 174 gena koja su
najce$¢e povezana s kardiomiopatijama, aritmijama i aortopatijama. Rezultati su oc€itani i
analizirani pomoc¢u BaseSpace platforme.

Od lipnja 2020. do ozujka 2021. 16 pacijenata podvrgnuto je genetskom testiranju (10
muskaraca, 33,6+£18,7 godina), u sklopu pilot testiranja. Od ovih pacijenata, 7 je prethodno bilo
podvrgnuto transplantaciji srca (HTx), dok je jedan bio na listi ¢ekanja za HTx, 7 je bilo na
redovnom pracenju, a jedna je analiza bila post mortem. Klini¢ki je 12 pacijenata klasificirano kao
dilatativna kardiomiopatija (DCM), dva su imala hipertroficnu kardiomiopatiju (HCM) i dva
aritmogenu kardiomiopatiju (ACM). Dijagnosti¢ki ucinak provedenih genetskih testova bio je
relativno visok, u samo dva bolesnika od 16 nismo identificirali nikakve mutacije. Ovo testiranje
dovelo je do otkrivanja Danonove bolesti u jednoj obitelji i promjene klini¢kog tijeka kod drugog
bolesnika. O rezultatima se konzultiralo s klini¢kim genetiCarom; u sedam slu€ajeva pacijenti su
upuceni u genetsko savjetovaliSte, dok je u pet slu¢ajeva zapocet daljnji obiteljski probir.

Zakljucili smo da ovo genetsko testiranje daje uvid u dijagnozu, lijeCenje i prognozu bolesnika s
neishemic¢nim kardiomiopatijama te usmjerava probir koji omogucuje identifikaciju rizi€nih
srodnika i zapocinjanje odgovarajuée terapije lijekovima i zahvatima.
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