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No ve teh no lo gi je i ino va ci je na pod ruč ju 
la bo ra to rij ske he ma to lo gi je

Si mon R
Cel lu lar Ana lysis Bec kman Coul ter Eu ro cen ter, Nyon, Švi car ska

S05 – Mo le ku lar na di jag nos ti ka

S05-1

Bio lo gi ja u kli nič koj prak si: od mo le ku lar ne 
di jag nos ti ke do te rag nos ti ke

Barišić K

Far ma ceut sko-bio ke mij ski fa kul tet Sveu či liš ta u Zag re bu, Za vod za
me di cin sku bio ke mi ju i he ma to lo gi ju, Zag reb

S04-5

The new tec no lo gies and in no va tio ns in 
La bo ra to ry He ma to lo gy

Si mon R
Cel lu lar Ana lysis Bec kman Coul ter Eu ro cen ter, Nyon, Swit zer la nd

S05 – Mo le cu lar diag nos ti cs

S05-1

Bio lo gy in cli ni cal ap pli ca tio ns: from 
mo le cu lar diag nos ti cs to the rag nos ti cs

Barišić K

Fa cul ty of Phar ma cy and Bioc he mis try, Uni ver si ty of Zag reb,
De par tme nt of Me di cal Bioc he mis try and Hae ma to lo gy, Zag reb, Croa tia

Raz voj mo le ku lar ne di jag nos ti ke mo že se pra ti ti kroz tri 
raz dob lja: raz dob lje pri je pro jek ta ljud skog ge no ma, dru-
ga fa za pred stav lja raz dob lje na kon ob jav lji va nja sli je da 
nuk leo ti da ljud skog ge no ma te tre ća fa za, koju mo že mo 
naz va ti te rag nos ti ka.
U pr voj fa zi raz vo ja zna ča jan je ut je caj ge ne ti ke na raz-
voj mo le ku lar ne di jag nos ti ke. Ge ne ti ka je pos ta la sas tav-
ni dio mo der ne me di ci ne od ka da su Wat son i Cri ck 1953. 
go di ne opisa li mo del struk tu re DNA. Uči nje ni su zna čaj ni 
nap re ci u iden ti fi  ci ra nju mu ta ci ja ko je su po ve za ne s po-
jav noš ću bo les ti u lju di. Slje de ći va žan nap re dak po ve zan 
je s pro jek tom ljud skog ge no ma, s ob zi rom da je taj pro-
je kt ot vo rio no ve mo guć nos ti za raz voj bo ljih mole ku lar-
no-di jag nos tič kih ala ta.
Raz dob lje na kon ob jav lji va nja sli je da nuk leo ti da ljud skog 
ge no ma obi lje že no je ut je ca jem epi ge ne ti ke kao no vog 
pod ruč ja ko je se ba vi re gu la ci jom gen ske ek spre si je na 
tran skrip cij skoj ra zi ni ko ja ni je u sve zi s prom je na ma u sli-
je du DNA.
U da naš nje vri je me go vo ri se o no voj stra te gi ji, te rag nos-
ti ci, ko ja ob je di nju je bioin for ma ti ku, ge no mi ku, pro teo-
mi ku i fun kcio nal nu ge no mi ku kao mo le ku lar no-bio loš ke 
ala te za raz voj suv re me ne me di ci ne, po se bi ce mo lekular-
ne di jag nos ti ke i te ra pi je.

e-poš ta: kba ri sic @phar ma.hr

The de ve lop me nt of mo le cu lar diag nos ti cs cou ld be di vi-
ded in to three pha ses: fi r st, pre-hu man ge no me pro je ct 
era, se co nd po st-hu man ge no me pro je ct era and the la st 
one whi ch cou ld be cal led era of the rag nos ti cs.
The fi r st pha se in clu des the im pa ct of ge ne ti cs to mo le-
cu lar diag nos ti cs. Ge ne ti cs has be co me an in teg ral pa rt 
of mo de rn me di ci ne sin ce Wat son and Cri ck des cri bed 
their struc tu ral mo del of DNA. Sin ce 1953 a lot of ad van-
ces ha ve been ma de in iden ti fyi ng mu ta tio ns as so cia ted 
wi th hu man di sea ses. Fur ther ad van ces, in clu di ng Hu-
man Ge no me Pro je ct, are pro vi di ng new op por tu ni ties 
to de ve lop bet ter diag nos ti cs too ls.
In po st-hu man ge no me era, a new fi e ld wi th sig ni fi  ca nt 
im pa ct on mo de rn me di ci ne has ari sen and ter med epi-
ge ne ti cs. Epi ge ne ti cs re fe rs to tran scrip tio nal con trol that 
re gu la tes ge ne expres sion and is not re la ted to chan ges 
in DNA sequen ce.
Re cen tly, a new stra te gy cal led the rag nos ti cs, com bi nes 
bioin for ma ti cs, ge no mi cs, pro teo mi cs, and fun ctio nal ge-
no mi cs as mo le cu lar bio lo gy too ls es sen tial for de ve lop-
me nt of mo de rn me di ci ne, par ti cu lar ly mo le cu lar diag-
nos ti cs and the ra peu ti cs.

e-mail: kba ri sic @phar ma.hr
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S05-2

No vi ge nom ski pris tu pi u bo les ni ka s
neu ro de ge ne ra tiv nim bo les ti ma

Bo ro več ki F
Cen tar za fun kcio nal nu ge no mi ku, Kli nič ki bol nič ki cen tar Zag reb,
Me di cin ski fa kul tet Sveu či liš ta u Zag re bu, Zag reb

S05-2

No vel ge no mic ap proac hes in pa tien ts wi th 
neu ro de ge ne ra ti ve di sea ses

Bo ro več ki F
Cen ter for Fun ctio nal Ge no mi cs, Cli ni cal Hos pi tal Cen ter Zag reb, Zag reb 
Me di cal School Uni ver si ty of Zag reb, Zag reb, Croa tia

Ub r za ni raz voj na pod ruč ju ge no mi ke, omo gu ćen dos-
tig nu ći ma Hu man Ge no me i Hap Map pro je ka ta, ot vo rio 
je neb ro je ne mo guć nos ti u ot kri va nju pod le že ćih me ha-
ni za ma važ nih za od r ža va nje fun kcio nal ne ho meos ta ze 
bio loš kih sus ta va. No ve ge nom ske teh no lo gi je omo gu-
ću ju po pr vi pu ta prou ča va nje in te rak ci ja ti su ća ge na is-
tov re me no te ot kri va nje kom plek snih me ha ni za ma tran-
skrip cij ske re gu la ci je. Mu ti ra ni pro tei ni, po put hun tin-
git ina i TBP-a, ko ji uz ro ku ju neu ro de ge ne ra tiv ne bo les ti, 
ome ta ju ba zal ne i ak ti vi ra ne tran skrip cij ske me ha niz me 
ko ji su pri sut ni u mno gim tki vi ma u ti je lu. Što vi še, bu du-
ći da su mu ti ra ni hun tin gi tin i TBP ek spri mi ra ni u svim 
tki vi ma, uk lju ču ju ći i pe ri fer nu krv, za pret pos ta vi ti je da 
uzor ci ek spre sij skog pro fi  la i reg ru ti ra nja pro mo to ra u kr-
vi mo gu u od re đe noj mje ri uka za ti na pa to loš ke me ha-
niz me pri sut ne u moz gu bo les ni ka. Ka ko bis mo ana li zi ra li 
di fe ren ci jal no reg ru ti ra nje pro mo to ra u bo les ni ka sa spi-
no ce re be lar nom atak si jom 17 (SCA-17), izo li ra li smo pe-
ri fer ne mo no nuk lear ne sta ni ce iz kr vi bo les ni ka, te smo 
pro ve li kro ma tin sku imu nop re ci pi ta ci ju na či pu ko ris te ći 
Aff  ymet rix Hu man Pro mo ter 1.0R i Agi le nt Hu man Pro-
mo ter 244K gen ske či po ve. Re zul ta ti su po ka za li po ve-
ća nu reg ru ta ci ju pro mo to ra od stra ne mu ti ra nog TBP-a 
na ob je plat for me, te su uk lju či va li ge ne ko ji su pri pa-
da li fun kcio nal nim sku pi na ma ge na po put ener get skog 
me ta bo liz ma, tran skrip ci je, pri je no sa sig na la i ubik vi tin/
proteasomskog sus ta va. Ka ko bis mo od re di li da li po ve-
ća no ve zi va nje mu ti ra nog TBP-a za pro mo to re do vo di do 
prom je na u tran skrip cij skoj ak tiv nos ti, izo li ra li smo RNA 
iz pe ri fer ne kr vi bo les ni ka sa SCA-17, te smo pro ve li ana-
li zu po mo ću Aff  ymet rix Hu man Ge no me U133 2.0 PLUS 
gen skih či po va. Ek spre sij sko pro fi  li ra nje po ka za lo je da je 
ve ći na di fe ren ci jal no ek spri mi ra nih ge na bi la sni že ne ek-
spre si je u bo les ni ka sa SCA-17, što uka zu je na mo gu ći po-
re me ćaj tran skrip ci je. Zak ljuč no, mu ti ra ni pro tei ni po put 
TBP-a, ome ta ju nor mal nu tran skrip cij sku ak tiv no st u sta-
ni ca ma pe ri fer ne kr vi, a opi sa ne prom je ne mo gu uka za ti 
na pa to loš ke me ha niz me uk lju če ne u neu ro de ge ne ra tiv-
ne bo les ti.

e-poš ta: fbor @mef.hr

Rapid de ve lop men ts int he fi e ld of ge no mi cs, enab led by 
the Hu man Ge no me and Hap Map pro jec ts, has ope ned 
nu me rous pos si bi li ties in dis co ve ry of bio lo gi cal mec ha-
nis ms in vol ved in fun ctio nal ho meos ta sis of bio lo gi cal 
syste ms. New ge no mic tec hno lo gies ha ve enab led for 
the fi r st ti me in ves ti ga tion of thou san ds of ge nes at on-
ce, whi ch has led to new in sig hts in to com plex mec ha-
nis ms of tran scrip tio nal re gu la tion. Mu ta nt pro tei ns whi-
ch cau se neu ro de ge ne ra ti ve di sea ses, su ch as hun tin gtin 
or TBP, in ter fe re wi th ba sal and ac ti va ted tran scrip tio nal 
mac hi ne ry sug ges ti ng that al te ra tio ns in ge ne tran scrip-
tion may be de tec tab le in ma ny tis sues. Mo reo ver, sin ce 
mu ta nt hun tin gtin and TBP are expres sed in all tis sues, 
in clu di ng pe rip he ral blood, we hypot he si zed that ge ne 
expres sion and pro mo ter rec ruit me nt pat ter ns in blood 
cou ld in pa rt refl  e ct pat ho lo gi cal pro ces ses ob ser ved in 
the brain. In or der to iden ti fy diff  e ren tial pro mo ter rec-
ruit me nt in pa tien ts wi th spi no ce re bel lar ataxia 17 (SCA-
17), we iso la ted pe rip he ral blood mo no nuc lear cel ls and 
per for med chro ma tin im mu nop re ci pi ta tion on chip usi-
ng Aff  ymet rix Hu man Pro mo ter 1.0R and Agi le nt Hu man 
Pro mo ter 244K mic roar rays. The re sul ts of the ana lysis 
showed in crea sed pro mo ter rec ruit me nt by the mu ta nt 
TBP on bo th plat for ms, and in clu ded ge nes be lon gi ng to 
fun ctio nal grou ps su ch as ener gy me ta bo li sm, tran scrip-
tion, sig na li ng and ubiqui tin/proteasome. In or der to as-
cer tain whet her in crea sed pro mo ter bin di ng by mu ta nt 
TBP lead to chan ges in tran scrip tio nal ac ti vi ty, we al so 
iso la ted RNA from pe rip he ral blood of SCA-17 pa tien ts 
and per for med mic roar ray ana lysis usi ng Aff  ymet rix Hu-
man Ge no me U133 2.0 PLUS ge nec hi ps. Expres sion pro fi -
li ng showed that ma jo ri ty of the diff  e ren tial ly expres sed 
ge nes we re sig ni fi  can tly down-re gu la ted, in di ca ti ng pos-
sib le tran scrip tio nal dis rup tion by the mu ta nt pro tein. In 
con clu sion, mu ta nt pro tei ns, su ch as TBP, in ter fe re wi th 
nor mal tran scrip tio nal ac ti vi ty in pe rip he ral blood cel ls 
and ob ser ved al te ra tio ns may refl  e ct pat ho lo gi cal mec-
ha nis ms in vol ved in neu ro de ge ne ra ti ve di sea ses.

e-mail: fbor @mef.hr
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S05-3

Ge net sko tes ti ra nje mo no gen skih bo les ti

Can ki-Klain N

Me di cin ski fa kul tet Sveu či liš ta u Zag re bu, Hr vat ski in sti tut za is tra ži-
va nje moz ga i Kli ni ka za neu ro lo gi ju, Kli nič ki bol nič ki cen tar Zag reb, 
Zag reb

S05-3

Ge ne tic tes ti ng of sin gle-ge ne di sor de rs

Can ki-Klain N

Zag reb Uni ver si ty School of Me di ci ne and Zag reb Uni ver si ty Hos pi tal 
Cen tre, De par tme nt of Neu ro lo gy, Zag reb, Croa tia

Gene tic tes ti ng is the ana lysis of a spe ci fi c ge ne, its pro-
du ct or fun ction, or ot her DNA and chro mo so me ana lysis 
used to de te ct or exclu de an al te ra tion li ke ly to be as so-
cia ted wi th a ge ne tic di sor der. In ot her wor ds, the re su lt 
of ge ne tic te st can con fi  rm or ru le out a sus pec ted ge ne-
tic con di tion or he lp de ter mi ne a per so n’s chan ce for de-
ve lo pi ng or pas si ng on a ge ne tic di sor der. Con sequen tly, 
avai lab le types of tes ti ng in clu de: diag nos tic, pre sympto-
ma tic, pre na tal, car rier tes ti ng and newbo rn scree ni ng.
Sin ce ge ne tic tes ti ng may open up et hi cal and or psycho-
lo gi cal prob le ms it shou ld be of ten ac com pa nied by ge-
ne tic coun se li ng and in for med con se nt. Sam ples for DNA 
tes ti ng can be any ma te rial con tai ni ng cel ls wi th nuc leus 
(usual ly blood, skin, am nio tic fl uid, cho rio nic vil li). Pro tein 
ana lysis is do ne on a sam ple of tis sue whe re the pro du-
ct of the ge ne is expres sed (e.g. mus cle, skin, so metimes 
lymphob las toid ce ll li ne).
In prin cip le, two diff  e re nt ap proac hes to DNA ana lysis are 
avai lab le: 1) Di re ct or ge ne ana lysis if ge ne is iden ti fi ed, 
and 2) In di re ct or lin ka ge stu dy if ge ne is lo ca ted but sti ll 
not known. The choi ce of ana lysis can va ry ac cor di ng to 
the ge ne to be stu died. It de pen ds on how big the ge ne 
is, the type of mu ta tion, stu died po pu la tion, avai la bi li ty 
of met ho ds etc. Lin ka ge ana lysis de pen ds on avai la bi li ty 
of pro ba nd’s DNA and his/her clo se re la ti ves, fa mi ly re la-
tion shi ps, pa ter ni ty mu st be clear ly es tab lis hed and the re 
shou ld not (ideal ly) be ge ne tic he te ro ge nei ty, that is, mo-
re than one di sea se locus for the cli ni cal phe no type.
The pre sen ta tion wi ll be il lus tra ted by ana lyses do ne in 
La bo ra to ry of Cli ni cal Neu ro ge ne ti cs and Mus cu lar Di sor-
de rs, Croa tian In sti tu te for Brain Re sear ch in Zag reb Uni-
ver si ty School of Me di ci ne.

e-mail: ni na.canki-klain@zg.t-com.hr

Ge net sko tes ti ra nje pred stav lja ana li zu spe ci fi č nog ge na, 
nje go vog pro duk ta ili fun kci je, a upot reb lja va se ka ko bi 
se ot kri le prom je ne ko je su po ve za ne s nas ljed nim bo les-
ti ma. Re zul tat ge net skog tes ta mo že pot vr di ti ili is klju či ti 
sum nju na ge net sku bo le st ili po ma že da se od re di vje-
ro jat no st da se u ne ke oso be po ja vi ge net ski po re me ćaj 
ili da ga ona pre ne se na svo je po tom stvo. Dru gim ri je či-
ma, ge net ski te st mo že bi ti di jag nos tič ki, pre sim pto mat-
ski, pre na tal ni ili te st no si te lja (au to som ne re ce siv ne ili 
X-ve za ne re ce siv ne bo les ti), od nos no neo na tal ni pro bir 
(„scree nin g“).
Ka ko ge net sko tes ti ra nje ne ri jet ko iza zi va etič ke i/ili psi-
ho loš ke prob le me, čes to mu tre ba pret ho di ti ge net sko 
sav je to va nje i oba vi ješ te na pri vo la. Uzor ke za DNK ana li-
zu pred stav lja bi lo ko ji ma te ri jal ko ji sad r ži jez gru (uo bi ča-
je no krv, ko ža, plo do va vo da, ko rion ske re si ce). Pro tein ska 
ana li za se ra di iz naj pris tu pač ni jeg uzor ka tki va u ko jem 
se gen ski pro du kt oči tu je (npr. mi šić, ko ža, po kat ka da lim-
fob las toid na sta nič na li ni ja).
U os no vi pos to je dva raz li či ta pris tu pa is tra ži va nju DNK: 
1) di rek tan ili is pi ti va nje ge na, uko li ko je gen iden ti fi  ci ran 
te 2) in di rek tan ili ana li za ge net skog po ve zi va nja, ako je 
poz nat smješ taj ge na na kro mo so mu, ali ne i nje go va gra-
đa. Iz bor ana li ze od re đu je is pi ti va ni gen, tj. nje go va ve-
li či na, tip mu ta ci je, is pi ti va na po pu la ci ja, ras po lo ži vo st 
me to da itd. Ana li za po ve zi va nja ovi si o dos tup nos ti blis-
kih srod ni ka bo les ni ka, ti pu obi te lji (srod stvo), si gur nos ti 
očin stva i ge net skoj he te ro ge nos ti.
Iz la ga nje će bi ti ilus tri ra no ana li za ma ko je su bi le uči nje ne 
u La bo ra to ri ju za kli nič ku neu ro ge ne ti ku i mi šić ne bo les ti 
u Hr vat skom in sti tu tu za is tra ži va nje moz ga Me di cin skog 
fa kul te ta Sveu či liš ta u Zag re bu.

e-poš ta: ni na.canki-klain@zg.t-com.hr
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S05-4

Mo le ku lar na di jag nos ti ka po li gen skih 
bo les ti

Sertić J
Kli nič ki za vod za la bo ra to rij sku di jag nos ti ku Me di cin sko ga fa kul te ta 
Sveu či liš ta u Zag re bu, Kli nič ki bol nič ki cen tar Zag reb, Zag reb

S05-4

Mo le cu lar diag no sis of po lyge nic di sea ses

Sertić J
Cli ni cal In sti tu te of La bo ra to ry Diag no sis, Zag reb Uni ver si ty School of 
Me di ci ne and Cli ni cal Hos pi tal Cen ter, Zag reb, Croa tia

Uvod: Zna ča jan je nap re dak os tva ren ti je kom pos ljed njih 
25 go di na u ge ne ti ci po li gen skih bo les ti kao što su kar-
dio ce reb ro vas ku lar ne (uk lju ču ju ći hi per ten zi ju, hi per li pi-
de mi ju, pre ti lo st) i ma lig ne bo les ti. Mu ta ci je ko je čes to 
nas ta ju u ne kim ge ni ma iz rav no su po ve za ne s ne dos ta-
ci ma u pri je no su li pi da u plaz mi i sklo nos ti pri jev re me noj 
ko ro nar noj bo les ti. Za čes tu mu ta ci ju u Apo CIII je u ne-
kim slu ča je vi ma do ka za no da je po ve za na s pre dis po zi-
ci jom za pre ra nu ko ro nar nu bo le st i in far kt mio kar da. Za 
gen ske va ri jan te dru gog pro tei na u pri je no su li pi da, apo-
li pop ro tei na E, do ka za no je da su po ve za ne i s po re me-
ća ji ma pri je no sa ko les te ro la u plaz mi i raz vo jem pri jev re-
me ne ko ro nar ne bo les ti. Ge ne ti ka os ta lih mul ti fak tor skih 
po re me ća ja (npr. di ja be tes, ven ska trom boem bo li ja, pre-
ti lo st, Al zhei me ro va bo le st) ta ko đer je dje lo mič no raz jaš-
nje na u ovom de set lje ću i pru ži la je mno go no vih gen-
skih bi lje ga. No, ne pos to ji pot pu no ra zu mi je va nje ko re la-
ci je gen skih va ri jan ti s bio loš kim va ri jab la ma ili kli nič kim 
proc je na ma, pose bi ce kod zdra vih is pi ta ni ka.
Pre ti lo st je u lju di mul ti fak tor ski sin drom na ko jeg ut je ču 
ge ne tič ki, ali i fak to ri oko li ne. Me đu gen skim va ri jan ta ma 
za ko je je ut vr đe no da su uk lju če ne u re gu la ci ju tje les ne 
te ži ne i raz voj pre ti los ti oso bi ta je po zor no st pri da na po-
li mor fi z mi ma u ge ni ma po ve za ni ma s adi po ge ne zom, 
pot roš njom ener gi je, te in zu lin skom re zis ten ci jom. Pe-
rok si zom ski pro li fe ra to rom ak ti vi ra ni re cep to ri (PPAR) su 
čla no vi pod sku pi ne jez gre nog hor mon skog re cep to ra o 
li gan di ma ovis nih tran skrip cij skih fak to ra. Izo for ma PPAR-
G2 je ug lav nom iz ra že na iz ra že na u adi poz nom tki vu gdje 
mo du li ra iz ra žaj cilj nih ge na uk lju če nih u di fe ren ci ja ci ju 
adi po ci ta, os jet lji vo st na in zu lin i upal ne pro ce se. Is tra ži-
li smo po ve za no st ne kih gen skih po li mor fi  za ma PPAR G2 
(Pro12A la); adi po nek tin (ADIPOQ -11391G>A i 11377C>G); 
IL-6 (-174G>C); TCF7L2 (rs7903146); eNOS (-786T>C), es-
tro gen ski re cep tor (ES R1al fa-TA); APOE; ACE (I/D); MTHFR 
(-677C>T); LPL (PvuII+/-) s kli nič kim va ri jab la ma: spol, dob, 
in de ks tje les ne ma se (BMI) i bio loš kim va ri jab la ma: trig li-
ce ri di, ko les te rol, HDL, LDL, CRP, ho mo cis tein, glu ko za u 
105 zdra vih mla dih is pi ta ni ka (ras pon do bi 20-35 god.) hr-
vat sko ga pod ri jet la.
Me to de: Ge no ti pi za ci ja PPAR G2, IL-6, ACE, LPL i eNOS 
pro ve de na je prim je nom PCR-RFLP, ge no ti pi za ci ja 
TCF7L2, APOE, MTHFR, ADIPOQ prim je nom PCR u stvar-
nom vre me nu, a ge no ti pi za ci ja ES R1al fa ka pi lar nom elek-
tro fo re zom. Po ve za no st ale la, ge no ti po va i hap lo ti po va s 

Bac kgrou nd: Du ri ng pa st twen ty-fi  ve yea rs ma jor ad van-
ces oc cur red in the ge ne ti cs of po lyge nic di sor de rs, su ch 
as car dio ce reb ro vas cu lar (in vol vi ng hyper ten sion, hyper-
li pi de mia, obe si ty) and ma lig na nt di sea se. The mu ta tio ns 
that com mon ly oc cur in so me ge nes ha ve been di rec tly 
re la ted to de fec ts of plas ma li pid tran spo rt and pre dis po-
si tion to pre ma tu re co ro na ry ar te ry di sea se. A com mon 
mu ta tion in Apo CIII has in so me ca ses been shown to as-
so cia te wi th a pre dis po si tion to pre ma tu re co ro na ry ar-
te ry di sea se and myo car dial in far ction. Ge ne tic va rian ts 
of anot her li pid tran spo rt pro tein, apo li pop ro tein E, ha ve 
been shown to re la te to bo th di sor de rs of plas ma cho les-
te rol tran spo rt and the de ve lop me nt of pre ma tu re co ro-
na ry ar te ry di sea se. The ge ne ti cs of ot her mul ti fac to rial 
di sor de rs (e.g. dia be tes mel li tus, ve nous throm boe bo-
li sm, obe si ty, Al zhei me r’s di sea se) has al so been par tial-
ly cla ri fi ed in the pre se nt de ca de, and has pro vi ded an 
abundan ce of new ge ne tic mar ke rs.
The cor re la tion of ge ne va rian ts wi th bio lo gi cal va riab les 
or cli ni cal as ses smen ts has not been we ll un der stood, es-
pe cial ly amo ng ap pa ren tly heal thy sub jec ts.
Hu man obe si ty is a mul ti fac to rial syndro me in fl uen ced 
by bo th en vi ron men tal and ge ne tic fac to rs. Amo ng ge-
ne va rian ts fou nd to be in vol ved in bo dy weig ht re gu la-
tion and the de ve lop me nt of obe si ty, par ti cu lar at ten tion 
has been paid to po lymor phis ms in the ge nes re la ted to 
adi po ge ne sis, ener gy expen di tu re, and in su lin re sis tan-
ce. Pe roxi so me pro li fe ra to r-ac ti va ted re cep to rs PPA Rs 
are mem be rs of the nuc lear hor mo ne re cep tor sub fa mi-
ly of li ga nd-de pen de nt tran scrip tion fac to rs. The iso fo-
rm PPAR G2 is main ly expres sed in adi po se tis sue whe re 
it mo du la tes the expres sion of tar get ge nes in vol ved in 
adi po cyte diff  e ren tia tion, in su lin sen si ti vi ty and in fl am-
ma to ry pro ces ses. We explo red the as so cia tion of so me 
ge ne tic po lymor phis ms of: PPAR G2 (Pro12A la); adi po nec-
tin (ADIPOQ -11391G>A and 11377C>G); IL-6 (-174G>C); 
TCF7L2 (rs7903146); eNOS (-786T>C); es tro gen re cep-
tor (ES R1al fa-TA); APOE; ACE (I/D); MTHFR (-677C>T); LPL 
(PvuII+/-), wi th cli ni cal va riab les: gen der, age, BMI, and 
bio lo gi cal va riab les: trig lyce ri des, cho les te rol, HDL, LDL, 
CRP, ho mo cystei ne, glu co se in 105 heal thy you ng sub jec-
ts (age ran ge 20-35 yrs) of Croa tian ori gin.
Met ho ds: The ge no typi ng of PPAR G2, IL-6, ACE, LPL, 
eNOS was per for med by PCR-RFLP, TCF7L2, APOE, MTH-
FR, ADIPOQ, by rea l-ti me PCR and ES R1al pha by ca pil la-
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bio loš kim va ri jab la ma pro ve de na je prim je nom UN PHA-
SE D-3.0.10. Spol, dob i BMI ko riš te ni su kao ko va ri jab le.
Re zul ta ti: BMI je bio po vi šen (> 25 kg/m2) u 22% is pi ta ni-
ka. Po vi še ne kon cen tra ci je ko les te ro la (> 5,0 mmol/L) na-
đe ne su u 23% is pi ta ni ka, LDL (> 3,0 mmol/L) u 23%, trig li-
ce ri da (> 1,7 mmol/L) u 11% is pi ta ni ka. Ut vr di li smo sta tis-
tič ki zna čaj ne raz li ke u te ži ni is pi ta ni ka (P = 0,015), BMI (P = 
0,023), te om je ru stru ka i bo ko va (P = 0,015) s ob zi rom na 
vr stu preh ra ne: is pi ta ni ci na me di te ran skoj preh ra ni ima li 
su naj ni že vri jed nos ti u us po red bi s is pi ta ni ci ma na kon ti-
nen tal noj ili mi je ša noj preh ra ni. Zna čaj ne su po ve za nos ti 
na đe ne za: gen sku po li mor fnu va ri jan tu LPL i ab do mi nal-
nu pre ti lo st (P = 0,018), va ri jan tu APOE4 i hi per ko les te ro-
le mi ju (P = 0,002) te ESR1-L alel i hi per ko les te ro le mi ju (P 
= 0,023). U na šoj stu di ji do sa da nis mo naš li po ve za nos ti 
dru gih gen skih va rijan ti s bio loš kim va ri jab la ma.
Zak ljuč ci: Gen ske poli mor fne va ri jan te ES R1, LPL i APO 
E mog li bi pred stav lja ti pre dik tiv ne gen ske ri zič ne bi lje-
ge za li pid ni sta tus i pre ti lo st u mla dih zdra vih is pi ta ni ka. 
Me di te ran ska preh ra na je ta ko đer va žan po zi tiv ni fak tor 
u ab do mi nal noj pre ti los ti.

e-poš ta: jad ran ka.sertic@kbc-zagreb.hr

ry elec trop ho re sis. As so cia tio ns of al le les, ge no types and 
hap lo types wi th bio lo gi cal va riab les we re per for med usi ng 
UN PHA SE D-3.0.10. Sex, age, BMI was used as co va ria tes.
Re sul ts: BMI was in crea sed (> 25 kg/m2) in 22% of sub-
jec ts. In crea sed cho les te rol va lues (> 5.0 mmol/L) we-
re fou nd in 23% of sub jec ts, LDL (> 3.0 mmol/L) in 23%, 
trig lyce ri des (> 1.7 mmol/L) in 11% of sub jec ts. We fou nd 
sta tis ti cal ly sig ni fi  ca nt diff  e ren ces in sub jec ts’ weig ht (P = 
0.015), BMI (P = 0.023), and hip/waist ra tio (P = 0.015) in re-
ga rd to their diet type; sub jec ts wi th Me di ter ra nean diet 
had the lowe st va lues com pa red to tho se on con ti nen tal 
and mixed diet. Sig ni fi  ca nt as so cia tio ns we re fou nd for: 
LPL ge ne tic po lymor phic va ria nt and ab do mi nal obe si ty 
(P = 0.018), APOE4 va ria nt and hyper cho les te ro le mia (P = 
0.002), and ESR1-L al le le and hyper cho les te ro le mia (P = 
0.023). No as so cia tion of ot her ge ne tic va rian ts wi th bio-
lo gi cal va riab le has been fou nd so far in our stu dy.
Con clu sio ns: ES R1, LPL, and APO E ge ne tic po lymor phic 
va rian ts cou ld rep re se nt pre dic ti ve ge ne tic ri sk mar ke-
rs for li pid sta tus and obe si ty in you ng heal thy sub jec ts. 
Me di ter ra nean type of diet is al so an im por ta nt po si ti ve 
fac tor in ab do mi nal obe si ty.

e-mail: jad ran ka.sertic@kbc-zagreb.hr

S05-5

Mo le ku lar na HLA-DNA ti pi za ci ja

Gra ho vac B
La bo ra to rij za mo le ku lar nu di jag nos ti ku, Za vod za pa to lo gi ju, Me di cin ski 
fa kul tet Sveu či li šta u Ri je ci, Kli nič ki bol nič ki cen tar Ri je ka, Ri je ka

S05-5

Mo le cu lar HLA-DNA typi ng

Gra ho vac B
Cli ni cal In sti tu te of La bo ra to ry Diag nos tic, Depar tme nt of pat ho lo gy, 
School of Me di ci ne and Cli ni cal Hos pi tal Cen ter Ri je ka, Uni ver si ty of
Ri je ka, Ri je ka, Croa tia 

Hu ma ni sus tav tkiv ne snoš lji vos ti (HLA), ek vi va le nt glav-
nog sus ta va tkiv ne snoš lji vos ti (MHC), na la zi se na krat-
kom kra ku kro mo so ma 6 (6p21.3). HLA ge ni obuh va ća ju 
sku pi nu od vi še od 200 lo ku sa ko ji ko di ra ju mem bran ske 
pro tei ne či ja je fun kci ja da ve žu pep tid ne an ti ge ne i pred-
stav lja ju ih T-sta nič nim re cep to ri ma na CD8 (HLA raz red 
I) ili CD4 (HLA raz red II) lim fo ci ti ma pod ri jet lom iz ti mu sa. 
Fun kcio nal ni HLA ge ni su iz ra zi to po li mor fni i va ri ja bil no-
st je kon cen tri ra na na spe ci fi č nim mjes ti ma, u tzv. re gi ja-
ma ve za nja pep ti da, ko je su smješ te ne u ek so ni ma 2 i 3 
(ge ni I raz re da) i ek so nu 2 (ge ni II raz re da). Zbog nji ho vog 
kli nič kog zna ča ja (me ha ni zam ka ko HLA po li mor fi  zam ut-
je če na od ba ci va nje stra nog tki va, ka ko su po je di ni ale-
li i hap lo ti po vi ud ru že ni s prog re si jom in fek tiv nih bo les-
ti, pod lož no st au toi mu nim bo les ti ma i os ta lim kro nič nim 
ne-in fek tiv nim bo les ti ma) pri kup lje no je mnoš tvo po da-
ta ka o HLA. Naj no vi ji po da ci, zak ljuč no s trav njem 2009. 
go di ne, iz vješ ta va ju o 3.528 raz li či tih ale la na lo ku si ma 
HLA sus ta va.

The Hu man Leu ko cyte An ti gen (HLA) re gion is the hu-
man equi va le nt of the Ma jor His to com pa ti bi li ty Com-
plex (MHC) lo ca ted on the sho rt arm of chro mo so me 6 
(6p21.3). HLA ge nes com pri se a clus ter of mo re than 200 
lo ci en co di ng in teg ral mem bra ne pro tei ns that bi nd an ti-
ge nic pep ti des and pre se nt them to the T-ce ll re cep to rs 
of eit her the CD8 (cla ss I HLA mo le cu les) or CD4 (cla ss II 
HLA mo le cu les) thymu s-de ri ved lympho cytes. The fun-
ctio nal HLA ge nes are hig hly po lymor phic and mo st of 
the va ria bi li ty is con cen tra ted at spe ci fi c si tes (the pep-
ti de-bin di ng re gion) in exo ns 2 and 3 (cla ss I ge nes) or 
exon 2 on ly (cla ss II ge nes). Be cau se of its cli ni cal sig ni fi -
can ce (the mec ha ni sm how HLA po lymor phis ms in fl uen-
ce fo rei gn tis sue to be re jec ted by the ho st and by whi ch 
cer tain al le les and hap lo types are as so cia ted wi th prog-
res sion to in fec tious di sea ses and sus cep ti bi li ty to a wi de 
ran ge of au toim mu ne and ot her chro nic, no n-in fec tious 
di sea ses), lar ge se ts of HLA po pu la tion da ta ha ve been 
ac cu mu la ted. Nuc leo ti de sequen ces for mo re than 3,528 
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Ti je kom go di na ko ris ti le su se raz li či te me to de za ti pi za-
ci ju HLA pro tei na. Du go go di na HLA po li mor fi  zam je bio 
od re đi van is klju či vo se ro loš kim me to da ma, te me lje ći se 
na reak tiv nos ti se ru ma na HLA an ti ge ne. Po ja vom re kom-
bi nan tne DNA teh no lo gi je po ja vi la se mo guć no st di rek-
tnog do ka zi va nja ge ne tič kih raz li ka iz me đu HLA lo ku sa. 
Da nas je kli nič kim la bo ra to ri ji ma na ras po la ga nju ne ko-
li ko raz li či tih me to da za HLA DNA ti pi za ci ju. Ug lav nom 
su to hib ri di za cij ske ili ale l-spe ci fi č ne me to de. Hib ri di za-
cij skim me to da ma od re đu ju se HLA ale li um no ža va njem 
spe ci fi č ne re gi je ge na ge ne rič kim po čet ni ca ma i nak nad-
no se vr ši hib ri di za ci ja PCR am pli ko na s ale l-spe ci fi č nim 
oli go nuk leo tid nim pro ba ma. Ale l-spe ci fi č na me to da ko-
ris ti niz pa ro va po čet ni ca ko ji su spe ci fi č ni za po je di ni alel 
i ti pi za ci ja se pro vo di di rek tnim PCR um no ža va njem DNA. 
Sva ka me to da ima svo je pred nos ti i ne dos tat ke. Po je di-
ni la bo ra to ri ji mo ra ju pre poz na ti ko ji su ti po vi tes to va za 
njih naj prim je re ni ji, vo de ći ra ču na o ci je ni tes ta, vre me nu 
pot reb nom za tes ti ra nja, pot reb nu raz lu či vo st ti pi za ci je, 
uku pan broj tes to va po da nu. Za la bo ra to ri je ko ji ma je 
dos tup na me to da sek ven ci ra nja si gur no je to me to da iz-
bo ra, zbog svo je os jet lji vos ti, spe ci fi č nos ti i ci je ne, a oso-
bi to zbog mo guć nos ti da se za sva ki alel od re di nje go va 
kom plet na nuk leo tid na struk tu ra.

e-poš ta: bla zen ka.grahovac@medri.hr

S06 – Pri jea na li tič ka i pos li jea na li tič ka fa za la bo ra to-
rij ske di jag nos ti ke

S06-1

In di ka to ri kva li te te

Šimundić AM
Kli nič ki za vod za ke mi ju, Kli nič ka bol ni ca Ses tre mi los r dni ce, Zag reb

S06 – Pre-a na lyti cal and po st-a na lyti cal pha ses of the
la bo ra to ry diag nos ti cs

S06-1

Qua li ty in di ca to rs

Šimundić AM
Uni ver si ty De par tme nt of Che mis try, Ses tre Mi los r dni ce Uni ver si ty
Hos pi tal, Zag reb, Croa tia

diff  e re nt al le les of the se ge nes ha ve been de ter mi ned by 
Ap ril 2009.
A va rie ty of tec hniques ha ve been ap plied for HLA tis sue 
typi ng. For ma ny yea rs, HLA po lymor phis ms we re typed 
by se ro lo gi cal res pon ses to HLA an ti ge ns. Howe ver, the 
ad ve nt of re com bi na nt DNA tec hno lo gy has re vea led 
iden ti fi  ca tion of ge ne tic diff  e ren ces amo ng the HLA lo ci 
di rec tly. To day, cli ni cal la bo ra to ries use se ve ral diff  e re nt 
types of HLA DNA typi ng met ho ds. In ge ne ral, HLA DNA 
can be typed eit her by hybri di zi ng la be led, sequen ce – 
spe ci fi c oli go nuc leo ti de pro bes to HLA lo ci am pli fi ed wi th 
ge ne ric pri me rs by the po lyme ra se chain reac tion (PCR), 
or by usi ng al le le spe ci fi c pri me rs for PCR am pli fi  ca tion 
di rec tly to de te ct HLA po lymor phis ms. Ea ch HLA DNA 
typi ng tec hnique has its spe ci fi c fea tu res, and cli ni cal la-
bo ra to ry per son nel mu st choo se the mo st ap prop ria te 
te st for their nee ds ba sed on co st, ave ra ge tur na rou nd ti-
me, requi red re so lu tion, and num ber of ave ra ge sam ples 
per day. For tho se la bo ra to ries wi th ac ce ss to sequen ci ng 
tec hno lo gy, it may be the mo st sen si ti ve, spe ci fi c and co-
st-eff  ec ti ve op tion to sequen ce cer tain HLA lo ci di rec tly.

e-mail: bla zen ka.grahovac@medri.hr

Na če lo cje lo vi tog pris tu pa up rav lja nju kva li te tom pod-
ra zu mi je va spe ci fi  čan us troj la bo ra to ri ja ko ji te ži pru ža ti 
us lu ge i proiz vo de u pot pu nos ti za do vo lja va ju ći pot re be 
svo jih ko ris ni ka: bo les ni ka i kli nič kog osob lja. Jed na od 
ključ nih pos tav ki cje lo vi tog pris tu pa up rav lja nju kva li te-
tom je sva ka ko i nep re kid no po bolj ša va nje te me ljem po-
ka za te lje ko ji proiz la ze iz mje re nja svih ključ nih pro ce sa 
i ak tiv nos ti. Ti se po ka za te lji na zi va ju in di ka to ri ma kva-
li te te i de fi  ni ra mo ih ih kao mjer lji ve, ob jek tiv ne, broj ča-
ne po ka za te lje dje lot vor nos ti ključ nih seg me na ta ne kog 
sus ta va. Uvo đe nje i kon ti nui ra no pra će nje in di ka to ra kva-
li te te ob ve za je svih la bo ra to ri ja ak re di ti ra nih po nor mi 
EN ISO 15189 i nji ma je mo gu će pra ti ti ključ ne, stra teš ke 

Total Qua li ty Ma na ge me nt is a spe ci fi c ap proa ch to the 
ma na ge me nt in a labo ra to ry that ai ms to pro vi de pro-
duc ts and ser vi ces that ful ly meet the nee ds of the bo-
th pa tien ts and cli ni cal sta ff . The key pre requi si te to the 
suc ces sful im ple men ti ng TQM is a con ti nuous system im-
pro ve me nt ba sed on the in di ca to rs of key pro ces ses and 
ac ti vi ties. Tho se in di ca to rs are cal led qua li ty in di ca to rs 
and are de fi  ned as mea su rab le, ob jec ti ve, quan ti ta ti ve 
mea su res of key system ele men ts per for man ce. To syste-
ma ti cal ly mo ni tor and eva lua te qua li ty in di ca to rs of the 
system is a mu st for ea ch ISO15189 ac cre di ted cli ni cal la-
bo ra to ry. Qua li ty in di ca to rs may be used to mea su re the 
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