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I 
 

POVZETEK 
Prirojeni hipogonadotropni hipogonadizem je redka, vendar klinično in genetsko 

heterogena bolezen. Nastane kot posledica sprememb v različnih genih, ki kodirajo 

proteine, udeležene v razvoj in migracijo nevronov gonadotropin sproščujočega hormona, 

v uravnavanje izločanja gonadotropin sproščujočega hormona ali v delovanje gonadotropin 

sproščujočega hormona na adenohipofizo. To vodi v moteno nastajanje in izločanje 

gonadotropnih hormonov (luteinizirajočega hormona in folikel spodbujajočega hormona) 

ter posledično tudi spolnih hormonov. Posledica prirojenega hipogonadotropnega 

hipogonadizma je odsotna ali kasna puberteta in neplodnost. Kadar je prirojenemu 

hipogonadotropnemu hipogonadizmu pridružen zmanjšan ali odsoten občutek za vonj, 

imenujemo to Kallmannov sindrom. Za opredelitev genetskega vzroka 

hipogonadotropnega hipogonadizma so potrebne molekularne genetske preiskave. 

Namen te magistrske naloge je bil pri preiskovancih s klinično diagnozo hipogonadotropnega 

hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje generacije in potrditvenim sekvenciranjem po 

Sangerju opredeliti vzročne spremembe v kodirajočih regijah in eksonsko-intronskih mejah 

24 genov, povezanih z razvojem prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma z ali brez 

anozmije. 

V raziskavo je bilo vključenih 12 preiskovancev s hipogonadotropnim hipogonadizmom 

(11 moških, ena ženska), starih med 16 in 67 let. S sekvenciranjem naslednje generacije 

smo pri šestih preiskovancev opredelili 6 različnih sprememb in sicer v genih PROK2, 

GNRHR, PROKR2, FGFR1 in CHD7. Med njimi tri spremembe do sedaj še niso bile 

opisane v bazi podatkov o mutacijah v humanih genih (HGMD). S Sangerjevo metodo smo 

potrdili vse genetske spremembe, opredeljene s sekvenciranjem naslednje generacije, pri 

tem smo pri enem preiskovancu zaznali še eno dodatno vzročno spremembo v genu 

GNRHR. 

Pristop sekvenciranja naslednje generacije v primeru genetske diagnostike prirojenega 

hipogonadotropnega hipogonadizma omogoča hitro in zanesljivo opredelitev vzročnih 

genetskih sprememb v številnih genih hkrati, saj je bil delež preiskovancev z opredeljenimi 

vzročnimi spremembami primerljiv opisanemu deležu v literaturi. 

Ključne besede: prirojeni hipogonadotropni hipogonadizem, Kallmannov sindrom, 

sekvenciranje naslednje generacije, sekvenciranje po Sangerju, vzročna sprememba. 
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II 
 

ABSTRACT 
Congenital hypogonadotropic hypogonadism is a rare but clinically and genetically 

heterogeneous disease. This disease is caused by pathogenic mutations in several genes 

encoding proteins involved in the development and migration of neurons that secrete 

gonadootropin-releasing hormone, regulation of gonadotropin-releasing hormone 

secretion, or in action of gonadotropin-releasing hormone on the anterior pituitary. This 

leads to impaired production and secretion of gonadotropin hormones (luteinizing hormone 

and follicle stimulating hormone) and consequently sex hormones. Congenital 

hypogonadotropic hypogonadism is characterized by an absence or delay of puberty and 

infertility. The association of congenital hypogonadotropic hypogonadism with hyposmia 

or anosmia is defined as Kallmann syndrome. Molecular genetic testing is used for 

identification of genetic cause of the disease. 

The aim of our study was to use next generation sequencing in identification of casual 

mutations in the coding regions and exon-intron regions of 24 genes related to the 

development of congenital hypogonadotropic hypogonadism with or without anosmia. All 

identified mutations suspected to be causal were subsequently confirmed by Sanger 

sequencing. 

12 participants aged between 16 and 67 (eleven males and one female) with clinical 

symptoms of hypogonadotropic hypogonadism were recruited into this study. Six causal 

mutations in five genes (PROK2, GNRHR, PROKR2, FGFR1 and CHD7) were detected in 

six patients. Among them, three changes have not yet been described in the human gene 

mutations database up to now. Sanger sequencing confirmed all casual mutations detected 

by next generation sequencing, where one additional GNRHR gene mutation was detected. 

In genetic diagnostics of congenital hypogonadotropic hypogonadism next generation 

sequencing enables fast and reliable identification of causal mutations in several genes 

simultaneously, since proportion of the identified causal mutations was comparable with 

the reported in the literature. 

Key words: Congenital hypogonadotropic hypogonadism, Kallmann syndrome, next 

generation sequencing, Sanger sequencing, casual mutations. 
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III 
 

SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
 

A adenin 

A260 absorbanca pri 260 nanometrih 

A280 absorbanca pri 280 nanometrih 

ABP androgen vezoči protein (angl. Androgen Binding Protein) 

AD avtosomno dominantno 

AR avtosomno recesivno 

bp  bazni par 

BR  barvni reagent 

C Citozin 

cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina 

Cq kvantifikacijski cikel 

ddNTP dideoksinukleotid trifosfat 

DHH družinska hipokalciurična hiperkalcemija 

DMSO dimetilsulfoksid 

DNA  deoksiribonukleinska kislina 

dNTP deoksinukleotid trifosfat 

dsDNA dvojnoverižna deoksinukleinska kislina 

EDTA etilendiamintetraocetna kislina 

FSH folikel spodbujajoči hormon  

G gvanin 

gDNA genomska deoksinukleinska kislina 

GnRH gonadoliberin ali gonadotropin sproščujoči hormon  

hCG humani horionski gonadotropin 

HH hipogonadotropni hipogonadizem  

HHGS hipotalamično-hipofizno-gonadni sistem  

HLA  človeški levkocitni antigen 

hMG humani menopavzalni gonadotropin 

HNZ hormonsko nadomestno zdravljenje 

KS Kallmannov sindrom 



Obreza, T. Genetska analiza prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje 

generacije. Magistrska naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 

2015 

 

IV 
 

LH luteinizirajoči hormon  

M moški 

MAF frekvenca manj pogostega alela na lokusu (angl. Minor Allele Frequency) 

MRI magnetna resonanca 

NGS sekvenciranje naslednje generacije (angl. Next Generation Sequencing) 

nHH normozmični prirojeni hipogonadotropni hipogonadizem 

nM nanomolarnost 

nm  nanometer 

PCR verižna reakcija s polimerazo 

qPCR  verižna reakcija s polimerazo v realnem času 

RBS pufer za ponovno suspendiranje (angl. Resuspension Buffer) 

rFSH rekombinantni folikel spodbujajoči hormon  

RPM vrtljaji na minuto 

rRNA ribosomalna ribonukleinska kislina 

SLO Slovenija 

SNP polimorfizem posameznega nukleotida 

SPB magnetne kroglice za čiščenje vzorca (angl. Sample Purification Beads) 

T timin 

TBE Tris-Borat-Etilendiamintetraocetna kislina 

TE Tris-Etilendiamintetraocetna kislina 

UV ultravijolična 

Ž ženska 
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1 
 

1 UVOD  
 

1.1 HORMONI HIPOTALAMIČNO-
HIPOFIZNO-GONADNEGA SISTEMA 
 

Gonadoliberin ali gonadotropin sproščujoči hormon (GnRH), luteinizirajoči hormon (LH), 

folikel spodbujajoči hormon (FSH) in spolni hormoni (testosteron, estrogen) imajo ključno 

vlogo pri normalnem razvoju ter delovanju tako moškega kot tudi ženskega 

reproduktivnega sistema (1). Podrobnejše značilnosti hormonov hipotalamično-hipofizno-

gonadnega sistema (HHGS) (3) so opisane v Preglednici I.  

Preglednica I. Značilnosti hormonov hipotalamično-hipofizno-gonadnega sistema (1-3) 

(Ž– ženska, M – moški). 

Hormon Vrsta Delovanje 
GnRH Dekapeptid Uravnava in spodbuja izločanje LH in FSH iz adenohipofize 

LH Glikoprotein 
Ž: Spodbuja ovulacijo in nastanek rumenega telesca 
M: Spodbuja nastanek in izločanje testosterona 

FSH Glikoprotein 
Ž: Vpliva na rast jajčnega folikla; skupaj z LH spodbuja 
nastanek estrogenov 
M: Razvoj semenskih cevk; vpliv na spermatogenezo 

Testosteron Steroid 

M: Sodeluje pri razvoju moškega spolovila, sekundarnih 
moških spolnih znakov, spodbuja spermatogenezo, povečuje 
libido, erektilno funkcijo in doživljanje orgazma, ima 
anabolni učinek na mišice in kosti, ugodno vpliva na 
eritropoezo in sintezo eritropoetina, prav tako na kognitivne 
funkcije, razpoloženje, čustvovanje 

Estrogen Steroid 

Ž: Odgovoren za razvoj in vzdrževanje ženskih spolnih 
organov, sekundarnih spolnih značilnosti; skupaj s 
progesteronom sodeluje pri uravnavanju menstrualnega 
cikla, rasti prsi, rasti endometrija, pri vzdrževanju 
nosečnosti; ugodno deluje na kosti 

Inhibin Polipeptid Zavira izločanje FSH iz hipofize 
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1.1.1 HIPOTALAMIČNO-HIPOFIZNO-GONADNI 
SISTEM 
 

Normalno delovanje HHGS je nujno potrebno za normalen razvoj reprodukcijskega 

sistema in spolnih značilnosti pri obeh spolih (4). Glavno vlogo pri uravnavanju HHGS 

ima pulzirajoče sproščujoč hipotalamični hormon GnRH.  

V otroštvu so koncentracije gonadotropinov in spolnih hormonov nizke, obstajajo le 

minimalne razlike v koncentraciji med spoloma. V kasnejšem obdobju se koncentracije 

zvišajo in vplivajo na razvoj sekundarnih spolnih značilnosti (1, 3). 

Dekapeptidni hormon GnRH izločajo GnRH-nevroni v hipotalamusu. Slednji postanejo del 

HHGS šele v času življenja. Med embriogenezo se GnRH-nevroni nahajajo izven 

hipotalamusa, v olfaktorni plakodi, od koder njihovi akosoni migrirajo ob olfaktornih 

nevronih skozi olfaktorni bulbus do hipotalamusa (5-9). GnRH se izloči iz končičev 

GnRH-nevronov v mediano eminenco in nato v hipofizni portalni obtok, od koder se po 

krvi skozi kapilarno mrežje prenese v adenohipofizo, kjer spodbuja izločanje 

gonadotropnih hormonov (LH, FSH). Ti pa spodbujajo tvorbo in izločanje spolnih 

hormonov iz moških in ženskih spolnih žlez (1).  

V moški spolni žlezi (testis ali moda) pod vplivom hormona LH v Leydigovih celicah 

nastaja testosteron, ki po negativni povratni zvezi zavira izločanje GnRH iz hipotalamusa 

in LH iz adenohipofize. FSH v semenskih cevkah neposredno vpliva na spermatogenezo, 

prav tako deluje tudi na Sertolijeve celice. Slednje sodelujejo pri sintezi specifičnih 

proteinov, kot sta androgen vezoči protein (angl. Androgen Binding Protein (ABP)) in 

inhibin. ABP veže in prenese testosteron v semenske cevke, kjer ta vpliva na 

spermatogenezo. Sproščeni inhibin pa po negativni povratni zvezi zavira izločanje FSH iz 

sprednjega dela hipofize (1, 3). 

Reproduktivno obdobje pri ženski zaznamuje menstrualni ciklus. To je povprečno 28 dni 

dolg cikel v katerem se ritmično spreminjajo količine hormonov in fiziološko spremenijo 

jajčniki. Poteka v dveh fazah, folikularni (rast foliklov) in luteinski fazi (rumeno telesce ali 

corpus luteum). V prvih dneh folikularne faze je koncentracija FSH povišana, vendar do 

ovulacije upada, saj nizka koncentracija estrogena po negativni povratni zvezi zavira 
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izločanje FSH iz adenohipofize. FSH spodbuja rast in razvoj primarnega folikla v 

sekundarnega, iz katerega se postopno sproščajo velike količine estrogena. Pred ovulacijo 

visoka količina estrogena po pozitivni povratni zvezi stimulira izločanje GnRH in sproži 

nenadno povišanje LH. Slednje povzroči sprostitev jajčeca iz jajčnega folikla (ovulacija). 

Po ovulaciji, začne količina estradiola upadati. V luteinski fazi nastane iz preostalega dela 

jajčnega folikla rumeno telesce (corpus luteum), ki začne sintetizirati in izločati velike 

količine progesterona, estrogena ter inhibina. Progesteron po negativni povratni zvezi 

zmanjša izločanje GnRH in gonadotropinov. Inhibin prav tako po negativni povratni zanki 

zavira izločanje FSH iz adenohipofize. Če ne pride do oploditve jajčeca, rumeno telesce 

propade, koncentracije progesterona, estrogena in inhibina upadejo. Ob znižanju 

progesterona, se količina GnRH poveča, zaradi česar se prične nov menstrualni ciklus (1, 

3). 

 

1.2 KLASIFIKACIJA HIPOGONADIZMA 
 

Hipogonadizem je stanje, ko spolne žleze (testisi, jajčniki) ne izločajo dovolj spolnih 

hormonov, zaradi česar je moten pubertetni razvoj in nastop sekundarnih spolnih znakov. 

Glede na izvor motnje ločimo hipergonadotropni in hipogonadotropni hipogonadizem. 

Hipergonadotropni hipogonadizem se pojavi zaradi primarno okvarjene funkcije spolnih 

žlez, kar vodi v povišane vrednosti LH in FSH ter znižano količino spolnih hormonov v 

krvi. Kadar je motnja prisotna v hipotalamično-hipofiznem sistemu (sekundarna, centralna 

motnja), nastopi hipogonadotropni hipogonadizem (HH). Okvara v hipotalamusu povzroči 

zmanjšano izločanje ali moteno delovanje hipotalamičnega hormona GnRH, zaradi česar 

se zmanjša tudi nastajanje in izločanje gonadotropnih hormonov in posledično tudi spolnih 

hormonov (1, 3). 

HH je lahko posledica pridobljenih ali prirojenih motenj hipotalamusa ali hipofize. Zloraba 

drog in nekaterih zdravilnih učinkovin (opiati, alkohol, anabolni steroidi, analogi hormona 

GnRH), tumorji ali poškodbe hipofize, hiperprolaktinemija in sistemske bolezni, kot so 

hemokromatoza, sarkoidoza ter histiocitoza X, so povezani z razvojem pridobljenega HH 

(1, 10, 11). Prirojeni HH je posledica številnih genetskih nepravilnosti. Glede na zmožnost 

zaznavanja vonja se loči na prirojeni HH z normalnim občutkom za vonj (normozmični 
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prirojeni HH (nHH)) in na prirojeni HH z zmanjšanim ali odsotnim zaznavanjem vonja 

(Kallmannov sindrom (KS)). Prirojeni HH z ali brez anozmije se lahko pojavi tudi kot del 

drugih redkih prirojenih sindromov, kot so sindrom Prader Willi, sindrom Laurence Moon 

Biedl, sindrom Bardet-Biedlov in sindrom Mobius (1, 3, 10, 12, 13).  

 

1.2.1 PRIROJENI HH 
 

Prirojeni HH je klinično in genetsko zelo heterogena vendar redka bolezen (4, 14). 

Pojavnost bolezni je 1 do 10 bolnikov na 100.000 rojstev (15), med katerimi je 60 % 

bolnikov s KS in 40 % z nHH (16). Moški zbolevajo 4 do 5-krat pogosteje kot ženske (17). 

Razvoj bolezni je lahko posledica sprememb v genih, ki kodirajo proteine, udeležene v 

razvoj in migracijo GnRH-nevronov ter olfaktornih nevronov, v uravnavanje izločanja 

GnRH iz hipotalamusa ali v delovanje GnRH na adenohipofizo (Preglednici II. in III.) (4, 

18). 

 

1.2.1.1 Klinične značilnosti  
 

Prirojeni HH je klinično raznolika bolezen. Simptomi in resnost HH se lahko razlikujejo 

med posameznimi bolniki, kot tudi med bolnimi člani posamezne družine. Klinični znaki, 

ki bodo prisotni pri bolniku, so odvisni od različnih dejavnikov, kot so spol, starostno 

obdobje, v katerem se nahaja bolnik (pred puberteto, v puberteti, v odraslem obdobju), do 

obsega pomanjkanja GnRH (popolna odsotnost, delno pomanjkanje) in vrste gena v 

katerem je prisotna vzročna sprememba (5, 6, 14). 

Pomanjkanje GnRH v poznem fetalnem obdobju pri novorojenčku moškega spola lahko 

vodi v nastanek kriptorhizma (nespuščenost testisov v mošnjo) in/ali nastanek 

mikropenisa. Pri novorojenih deklicah s prirojenim HH ni videti nobenih kliničnih znakov 

(19).  

Pri mladostnikih, tako pri dečkih kot pri deklicah, se znaki HH kažejo z motnjami 

sekundarnega spolnega dozorevanja, ko puberteta ne nastopi ali zakasni (3). O zapozneli 

puberteti govorimo, kadar se pri deklicah prve pubertetne značilnosti (rast prsi) pojavijo po 



Obreza, T. Genetska analiza prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje 

generacije. Magistrska naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 

2015 

 

5 
 

13. letu, pri dečkih (rast testisov) po 14. letu (20). Za bolnice je značilna primarna 

amenoreja in delna ali odsotna razvitost prsi (3). Dečki imajo višji glas, zmanjšan volumen 

testisov, majhen spolni organ in prostato, so neporaščeni po obrazu, pod pazduho in po 

genitalijah ter lahko imajo večji delež maščobe kot mišične mase (5, 6, 16). Mladostniki s 

HH imajo lahko zaradi pomanjkanja spolnih hormonov tudi zmanjšano mineralno kostno 

gostoto, njihove kosti dozorijo kasneje, zaradi česar imajo dolge okončine, prisotna je rahla 

anemija (12, 21). 

Po puberteti, v odrasli dobi se HH pri moških kaže kot izguba libida, impotenca, slaba 

sekundarna poraščenost, kopičenje visceralne maščobe, zmanjšanje mišične mase, 

ginekomastija, neplodnost, plešavost, nihajoče razpoloženje, utrujenost, vročinski oblivi, 

blaga anemija in zmanjšana mineralna kostna gostota. Ženske so slabo sekundarno 

poraščene, imajo malo ali ne razvite prsi in odsotno menstruacijo (3, 12, 16, 21). 

Poleg motenj v reproduktivnem sistemu se lahko pojavijo tudi druge nepravilnosti, kot so 

razcepljena ustnica ali nebo, bimanualna sinkinezija (ena roka nehote zrcalno ponavlja 

hoten gib druge roke), odsotnost zob ali ledvice, okvara sluha, anomalije ušes ali oči (14, 

22). 

Bolniki s KS imajo poleg navedenih značilnosti HH tudi odsoten ali le delno razvit 

olfaktorni bulbus, zaradi česar imajo popolno ali le delno okvarjeno zaznavanje vonja 

(anozmija, hipozmija). 

 

1.2.1.2 Diagnostika 
 

Postavitev diagnoze prirojenega HH temelji na kliničnih značilnostih bolnika in 

laboratorijskih preiskavah. Pri moškem novorojenčku se ob prisotnosti kriptorhizma, 

mikropenisa ali drugih ne-reproduktivnih motnjah posumi na prirojeni HH že ob rojstvu 

(23). Pri deklicah ni jasnih znakov. 

Pri sumu na HH se najprej določijo serumske koncentracije testosterona (celotnega in 

biološko aktivnega) pri dečkih in estradiola pri deklicah. Ob znižanih vrednostih spolnih 

hormonov se pri obeh spolih izmerita tudi koncentraciji LH in FSH v serumu. Pri HH so 



Obreza, T. Genetska analiza prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje 

generacije. Magistrska naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 

2015 

 

6 
 

koncentracije spolnih hormonov in gonadotropinov znižane. Referenčne vrednosti so 

odvisne od starosti mladostnika in obdobja menstrualnega cikla, v katerem se nahaja dekle, 

če je menstruacija sploh prisotna. Poleg spolnih hormonov in gonadotropinov se vedno 

določi tudi količina prolaktina in opredelijo se drugi hormoni hipofizno periferne osi (2, 3, 

11). 

Delovanje sistema GnRH/GNRHR se preveri s spodbujevalnim GnRH-testom. Tik pred 

intravensko aplikacijo hormona GnRH se izmeri serumska koncentracija testosterona pri 

moškem, estradiola pri ženski in koncentraciji FSH ter LH pri obeh spolih. Po intravenski 

aplikaciji GnRH se po 20-, 30- in 60-ih minutah meri serumska koncentracija obeh 

gonadotropinov. Kadar je sistem GnRH/GNRHR normalno odziven, se gonadotropina 

gradientno sproščata iz adenohipofize. V nasprotnem primeru je sproščanje LH in FSH iz 

hipofize moteno (10, 19). 

Poleg laboratorijskih merjenj se opravijo tudi vohalni testi in slikanje hipotalamus 

hipofiznega področja z magnetno resonanco (MRI). Na ta način se izključi prisotnost 

tumorjev in opredeli morebiten KS. Pri KS so odsotni ali le delno razviti olfaktorni 

bulbusi, zaradi česar bolnik delno ali ne zaznava vonja. 

Za podrobnejšo opredelitev prirojenega HH se ob pregledu anamneze vseh družinskih 

članov opravijo tudi usmerjene genetske preiskave z namenom opredelitve genetskega 

vzroka bolezni (3, 11, 24). 

 

1.2.1.3 Molekularna genetika  
 

Pomanjkanje GnRH nastane kot posledica sprememb v različnih genih, ki kodirajo 

proteine, udeležene v razvoj in migracijo GnRH-nevronov, v uravnavanje izločanja GnRH 

iz hipotalamusa ali v delovanje GnRH na adenohipofizo (Preglednici II. in III.). 

Prirojeni HH se v 60 % pojavlja sporadično, kar pomeni, da bolniki nimajo pozitivne 

družinske anamneze. V preostalih 40 % se lahko deduje vezano na X-kromosom, 

avtosomno recesivno (AR) ali avtosomno dominantno (AD) (25, 26).  
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Vzročne spremembe v genih, povezanih z razvojem prirojenega HH z ali brez anozmije, so 

bile opredeljene pri približno polovici bolnikov s HH (27). Med njimi je pri veliki večini 

(80 %) izvor bolezni monogenetski, kar pomeni, da je za razvoj bolezni dovolj okvara v 

enem genu. Pri preostalih bolnikih (20 %) so bile opredeljene vzročne spremembe v več 

genih hkrati, kar se imenuje digensko ali oligogensko dedovanje. Spremembe v dveh ali 

več različnih genih povzročijo težjo klinično sliko (23, 28-30). 

Preglednica II. Lastnosti genov in proteinov, ki jih kodirajo geni, povezani z razvojem 

prirojenega HH z ali brez anozmije (AD – avtosomno dominantno, AR – avtosomno 

recesivno, KS – Kallmannov sindrom, nHH – normozmični prirojeni hipogonadotropni 

hipogonadizem) (27, 31-40). 

Gen Lega Dedovanje Fenotip Protein Vloga proteina v 
HHGS 

KAL1 
(ANOS1) Xp22.3 X-vezano, 

oligogensko KS Anozmin 1 

Razvoj in 
migracija GnRH-

nevronov 

FGF8 10q24 AD KS, nHH Fibroblastni 
rastni faktor 8 

FGFR1 8p11.2 AD KS, nHH 

Receptor 
fibroblastnega 
rastnega 
faktorja  1 

PROK2 3p13 AD, AR KS, nHH Prokineticin 2 

PROKR2 20p12.3 AD, AR KS, nHH Receptor za 
prokineticin 2 

CHD7 8q12 AD 
Sindrom 
CHARGE, KS, 
nHH 

DNA vezni 
protein 
helikazne 
kromodomene 
7 

NELF 
(NSMF) 9q34.3 AD, 

di/oligogensko KS, nHH 
Nazalni 
embrionski 
faktor LHRH 

HS6ST1 2q14.3 AD, 
di/oligogensko KS, nHH 

Heparan sulfate  
6-O-
sulfotransferaza 
1 

SEMA3A 7p12.11 AD, 
di/oligogensko KS Semaforin 3A 

AXL 19q13.2 AD nHH, KS 
Protein-tirozin-
kinazni 
receptor UFO 

TSHZ1 18q.22.3 AD KS 
Homolog 1 
proteina  
″teashirt ″ 

WDR11 10q26 AD KS, nHH 
WD ponovitve-
vsebujoči 
protein 11 

SOX10 22q13.1 AD Waardenburgov 
sindrom, KS 

Transkripcijski 
faktor SOX10 

http://www.omim.org/geneMap/10/422?start=-3&limit=10&highlight=422
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Preglednica III. Nadaljevanje Preglednice II. 

Gen Lega Dedovanje Fenotip Protein Vloga proteina v 
HHGS 

TAC3 12q13.3 AR nHH Nevrokinin B 

Uravnavanje 
GnRH izločanja iz 
GnRH-nevronov v 

hipotalamusu 

TACR3 4q24 AR nHH Receptor za 
nevrokinin B 

KISS1 1q32 AR nHH Kispeptin 1 

KISS1R 19p13.3 AR nHH Receptor za 
kispeptin 1 

LEP 7q32.1 AR nHH Leptin 

LEPR 1p31.3 AR nHH Receptor za 
leptin 

GNRH1 8p21.2 AR nHH Gonadoliberin Delovanje GnRH 
na adenohipofizo GNRHR 4q13.2 AR nHH, KS Receptor 

gonadoliberina 
Kandidatni geni 

SOX2 3q26.33 AD 
 

Mikroftalmija, 
hipoplazija 
vidnega živca in 
motnje centralnega 
živčnega sistema, 
nHH 

Transkripcijski 
faktor SOX-2 

Neznano HESX1 3p14.3 AD 

Septooptična 
displazija, 
izolirano 
pomanjkanje 
rastnega hormona, 
kombinirano 
pomanjkanje 
hipofiznih 
hormonov, KS 

Homeodomena, 
ki se izraža v 
ES celicah 

NR0B1 X21.2 X – vezano 

Prirojena 
adrenalna 
hipoplazija s HH, 
nHH 

Poddružina  0 
jedrnega 
receptorja, 
skupina B 
številka 

 

1.2.1.4 Zdravljenje  
 

Pri dečkih, ki se rodijo s kriptorhizmom, je priporočen operativni poseg v drugi polovici 

prvega leta življenja. Z operacijo se postavi testise v mošnjo, kjer je optimalna temperatura 

za nastanek in dozorevanje spermijev (41). 

Cilj zdravljenja bolnikov s prirojenim HH je odpraviti hipogonadizem ter neplodnost. 

Hipogonadizem se zdravi s hormonskim nadomestnim zdravljenjem z androgeni, 

neplodnost pa z večmesečno terapijo z nadomeščanjem gonadotropinov ali GnRH (3, 42). 
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Z nadomestnim hormonskim zdravljenjem z androgeni (testosteron za dečke, kombinacija 

estradiola in progesterona za deklice) se pri mladostniku doseže popoln razvoj pubertete in 

sistemsko delovanje, predvsem na kosti. S tem se prepreči zmanjševanje kostne gostote. 

Pri dečkih se testosteron nadomešča intramuskularno, najpogosteje v obliki estrov 

testosterona (undekanoat, enantat, cipionat) ali transdermalno kot 1 % testosteronski gel. 

Pri deklicah se za normalen razvoj pubertete in povečanje kostne gostote uporablja 

estrogen, po zaključku pubertete pa kombinacija estrogena in progesterona v obliki 

peroralnih pripravkov ali obližev (3, 31, 42-44). 

Odraslemu moškemu se za stimulacijo spermatogeneze in rast testisov, odrasli ženski pa za 

razvoj jajčnih foliklov, intravensko injicirajo gonadotropini. Najpogosteje je to hCG ali 

kombinacija hCG bodisi z rekombinantnim FSH (rFSH) ali humanim menopavzalnim 

gonadotropinom (hMG). Poleg gonadotropinov se lahko nadomešča tudi GnRH, kjer se 

pod kožo namestijo GnRH pulzirajoče črpalke. Pulzirajoče izločen GnRH posnema 

normalno izločanje GnRH iz hiptalamusa in delovanje HHGS (42-44). 

 

1.3 SEKVENCIRANJE NASLEDNJE 
GENERACIJE (angl. Next Generation Sequencing) 
 

Visokozmogljive sekvenciranja naslednje generacije (NGS) omogočajo masovno in 

paralelno (vzporedno) določitev nukleotidnega zaporedja odsekov DNA. Vsak delovni 

postopek je sestavljen iz priprave knjižnice DNA, ki ji sledi namnožitev in nastanek 

prostorsko ločenih odsekov DNA s premostitvenim ali emulizijskim PCR ter na koncu 

določanje nukleotidnega zaporedja na sekvenatorju naslednje generacije. Obstajajo številne 

NGS platforme in inštrumenti različnih proizvajalcev (Roche (454) (Basel, Švica), Life 

Technologies (San Diego, CA, ZDA), Illumina (San Diego, CA, ZDA)) (45-48), ki 

temeljijo na uporabi različnih načinov namnožitve klonov in sekvenciranja. 
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1.3.1 SEKVENATOR NASLEDNJE GENERACIJE 
MiSeq  
 

Sekvenator naslednje generacije MiSeq proizvajalca Illumina (San Diego, CA, ZDA) 

omogoča hitro in enostavno določanje nukleotidnega zaporedja tarčnih genov in RNA, 

krajših zaporedij v genomu, metagenomov (16S rRNA), genoma de novo, amplikonov in 

tipizacijo človeškega levkocitnega antigena (HLA) (49). 

Pred sekvenciranjem na aparatu MiSeq se pripravi knjižnica DNA, nato v sekvenatorju na 

pretočni celici avtomatsko poteče pomnoževanje odsekov DNA s premostitvenim PCR 

(angl. Bridge amplification), sekvenciranje s sintezo (angl. Sequencing by synthesis) in 

analiza pridobljenih podatkov, na koncu sledi še vizualizacija genetskih sprememb in 

interpretacija rezultatov (49). 

 

1.3.1.1 Priprava DNA-knjižnice 
 

Cilj priprave knjižnice DNA je pridobiti čisto, kvalitetno, z indeksnimi oligonukleotidi 

označeno knjižnico DNA (Slika 1). Genomska DNA se najprej fragmentira in na vsak 

konec odseka DNA se ligirata označevalna adapterja (angl. tagmentation). Sledi 

označevanje knjižnice DNA z indeksnimi oligonukleotidi, kateri se med reakcijo PCR 

vežejo na adapterje odseka DNA. Indeksni oligonukleotidi so sestavljeni iz nukleotidnega 

zaporedja komplementarnega adapterju in sekvenčnemu oligonukleotidnemu začetniku, 

indeksa ter regije komplementarne oligonukleotidnim začetnikom na pretočni celici. 

Indeksi so unikatna zaporedja s pomočjo katerih sekvenator znotraj več združenih knjižnic 

DNA prepozna in sestavi celotno nukleotidno zaporedje posameznih knjižnic DNA ter 

identificira, kateremu preiskovancu pripada določeno zaporedje. Reakciji PCR sledi 

združevanje več knjižnic DNA, hibridizacija z biotiniliranimi sondami in izolacija 

obogatene knjižnice DNA. Med posameznimi koraki se DNA očisti, na koncu postopka pa 

se preveri še njena čistost in koncentracija (49). 
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Slika 1: Dvojno označena knjižnica DNA (prirejeno po 49). 

 

1.3.1.2 Premostitveni PCR (angl. Bridge amplification) 
 

Na celotno površino pretočne celice sta v številnih kopijah s 5´ - koncem vezana dva 

različna oligonukleotidna začetnika, ki sta komplementarna delu indeksnega 

oligonukleotida, s katerim je označena knjižnica DNA. 

Posamezni odseki DNA iz knjižnice se s koncem indeksnega oligonukleotida povežejo s 

komplementarnim oligonukleotidnim začetnikom na površini pretočne celice. Polimeraza 

sintetizira novo verigo, dvojnoverižna DNA se nato denaturira in matrica se izpere. Novo 

nastala veriga DNA se klonsko pomnoži s premostitvenim PCR. V tem procesu se veriga 

DNA v obliki mostu s prostim indeksnim oligonukleotidom poveže z drugim 

oligonukleotidnim začetnikom na pretočni celici. Polimeraza tvori most dvojnoverižne 

DNA, ki se v naslednjem koraku denaturira. Nastaneta kopiji enoverižne DNA (smerna in 

protismerna veriga DNA), ki sta kovalentno vezani na pretočno celico. Premostitveni PCR 

in denaturacija dvojnoverižnih DNA mostov se ponavljata dokler, se na površini pretočne 

celice ne tvorijo milijoni skupkov DNA (angl. DNA clusters), ki so sestavljeni iz približno 

1000 enakih kopij posameznega odseka DNA iz DNA-knjižnice. Po pomnoževanju se iz 

pretočne celice izpere vse protismerno pomnožene verige DNA (angl. Reverse strands) in 

blokira 3´ - konce verig DNA ter oligonukleotidne začetnike, ki so vezani na pretočno 

celico (49). 

 

1.3.1.3 Sekvenciranje s sintezo, proizvajalca Illumina 
 

Sekvenciranje s sintezo (Illumina) poteka kontinuirano v ciklih (Slika 2). Sekvenčni 

oligonukleotidni začetnik se veže na del indeksnega oligonukleotida, ki označuje verigo 
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DNA. V vsakem ciklu se hkrati uporabi zmes štirih posebno oblikovanih nukleotidov in 

polimeraza. Nukleotidi imajo na 3´ položaju vezano terminirajočo skupino, zaradi katere se 

prekine podaljševanje polinukleotidne verige in reverzibilno vezano po eno od štirih 

fluorescentnih barvil. Ko polimeraza vključi komplementarni nukleotid, se sinteza verige 

ustavi in začne se zajemati slika v štirih kanalih. Vsak cikel se zaključi z odstranitvijo 

fluorescenčnega barvila in terminirajoče skupine (49, 50). 

 

Slika 2: Slikovni prikaz določanja nukleotidnega zaporedja, proizvajalca Illumina 

(sekvenciranje s sintezo z uporabo zmesi štirih modificiranih nukleotidov in polimeraze) 

(prirejeno po 49). 

 

1.3.1.4 Sekvenciranje z obeh koncev knjižnice DNA 
 

Pri določanju nukleotidnega zaporedja iz obeh koncev knjižnice DNA (angl. paired-end 

sequencing) se vedno najprej določi nukleotidno zaporedje verig DNA v smeri 5´ proti 3´ 

(smerno), nato se s pomočjo sekvenčnih indeksnih oligonukleotidnih začetnikov določi še 

nukleotidno zaporedje obeh indeksov in na koncu sledi še določanje nukleotidnega 

zaporedja verig DNA v obratni smeri 3´ proti 5´ koncu verige DNA (protismerno). 

Sekvenciranje poteka po principu določanja nukleotidnega zaporedja s sintezo z uporabo 

zmesi štirih modificiranih nukleotidov (49). 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 

Kljub temu, da se prirojeni HH pojavlja redko, 1 do 10 bolnikov na 100.000 rojstev, ga ne 

smemo zapostavljati (15). Preiskava genov, ki so povezani z razvojem prirojenega HH z 

normalnim občutkom za vonj in KS, ima ključno vlogo pri dokončni postavitvi diagnoze 

bolezni. Uporaba tehnologije NGS v rutinski genetski diagnostiki omogoča hitrejše, 

cenejše in enostavnejše pridobivanje genetskih informacij kot do sedaj uporabljeno 

sekvenciranje po Sangerju. Za bolnike s klinično diagnozo HH je ključnega pomena 

pravočasno odkritje vzroka bolezni. S tem se bolnikom že v mladosti omogoči normalen 

razvoj sekundarnih spolnih značilnosti, odraslim pa pravočasno zdravljenje neplodnosti in 

normalno psihično ter telesno funkcionalnost. 

 

Namen raziskovalnega dela je pri preiskovancih s HH, s sekvenciranjem naslednje generacije 

in potrditvenim sekvenciranjem po Sangerju, opredeliti vzročne spremembe v genih, 

povezanih z razvojem prirojenega HH z ali brez anozmije. 

 

Namen dela bomo dosegli po sledečih stopnjah: 

• Za preiskovance s klinično diagnozo HH in/ali pozno puberteto bomo pripravili 

kvalitetno knjižnico DNA ter s tehnologijo NGS opredelili vzročne spremembe v 

kodirajočih regijah ter eksonsko-intronskih mejah 24-ih genov, povezanih z 

razvojem prirojenega HH z ali brez anozmije (KAL1, AXL, CHD7, KISS1, KISS1R, 

LEPR, PROK2, SOX10, TACR3, FGF8, FGFR1, GNRH1, GNRHR, NSMF, 

PROKR2, SOX2, TSHZ1, HESX1, HS6ST1, LEP, NR0B1, SEMA3A, TAC3, 

WDR11). 

• Kadar bo horizontalna pokritost (povprečno število odčitkov 4800 genov) 

posameznega eksperimenta manjša ali enaka 30, bomo NGS še enkrat ponovili, 

rezultate obeh izvedb bomo združili in podatke ponovno analizirali. 

• Kodirajočim predelom genov, kjer bomo z NGS opredelili vzročne spremembe, bomo 

s sekvenciranjem po Sangerju določili nukleotidno zaporedje in s tem potrdili 

prisotnost genetske spremembe. 
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• Pri preiskovancih, ki jim z NGS v izbranih genih ne bomo opredelili vzročne 

spremembe, bomo s spletnim orodjem Galaxy (51) preverili vertikalno pokritost po 

posameznih genih (število odčitkov posameznih tarčnih odsekov DNA). 

Kodirajočim predelom genov, ki bodo pokriti manj kot 10-krat, bomo naknadno s 

Sangerjevo metodo določili nukleotidno zaporedje. 

• Rezultati genetske analize bodo osnova za dokončno potrditev klinične diagnoze 

HH pri preiskovancih. 

 

Hipoteze 

• S sekvenciranjem naslednje generacije in potrditveno Sangerjevo reakcijo je 

mogoče opredeliti genetsko ozadje prirojenega HH z ali brez anozmije in s tem 

dokončno potrditi klinično diagnozo HH. 

• V populaciji bolnikov s HH v genih, poveznih z razvojem prirojenega HH z ali brez 

anozmije, pričakujemo prisotnost genetskih sprememb, ki do sedaj v literaturi še 

niso bile opisane. 

• Delež preiskovancev z vzročnimi spremembami v genih, povezanih z razvojem HH 

z ali brez anozmije in opredeljenimi s tehnologijo NGS, je primerljiv deležu 

opisanem v literaturi. 
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3 PREISKOVANCI IN METODE 
 

3.1 PREISKOVANCI 
 

V raziskavo smo vključili 12 preiskovancev s klinično diagnozo HH, enajst moških in eno 

žensko, ki so prihajali iz 12 družin. Med preiskovanci je bilo enajst Slovencev in en 

Slovak, starih med 16 in 67 let. Slovenski mladostniki so bili zaradi prisotnih kliničnih 

simptomov HH ali odsotne pubertete vodeni in zdravljeni na Kliničnem oddelku za 

endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove na Pediatrični kliniki Univerzitetnega 

kliničnega centra v Ljubljani, medtem ko so bili odrasli vodeni ter zdravljeni na Interni 

kliniki Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani. Preiskovanci oziroma starši 

mladoletnih preiskovancev so bili seznanjeni z namenom in potekom raziskave. Vsi so 

podpisali pisni pristanek. 

Raziskava je bila odobrena s strani Komisije za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdravje 

(številka odobritve: 29/06/14).  
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3.2 METODE 
 

Za enostavnejše laboratorijsko delo smo oblikovali shemo poteka dela (Slika 3). 

Slika 3: Shema poteka laboratorijskega dela (gDNA – genomska DNA, dsDNA – 

dvojnoverižna DNA). 

Osamitev genomske DNA iz 

periferne krvi 

Spektrofotometrično 

določanje koncentracije 

gDNA 

Reagenčni komplet »FlexiGene 

DNA Isolation Kit« 

 

.…….. 

Priprava založne raztopine 

DNA (100 ng/µL) 

Fluorimetrično merjenje 

koncentracije dsDNA 

Reagenčni komplet  

»Qubit dsDNA BR« 

 

........

 

Priprava delovne raztopine 

DNA (10 ng/µL) 

Priprava knjižnice DNA 

Reagenčni komplet  

»TruSight One Sequencing  

Panel Kit« 

 

Priprava reagentov in 

knjižnice DNA za uporabo na 

aparatu MiSeq 

Analiza rezultatov s 

programom »Illumina 

VariantStudio« 

...... 

POTRDITVENA METODA -   

sekvenciranje po Sangerju 

 

Preverjanje vertikalne pokritosti posameznih 

eksonov s spletnim orodjem Galaxy 

 

Analiza na aparatu MiSeq  

Vertikalna pokritost eksona < 10 x 

 



Obreza, T. Genetska analiza prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje 

generacije. Magistrska naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 

2015 

 

17 
 

3.2.1 OSAMITEV GENOMSKE DNA IZ PERIFERNE 
KRVI 
 

Reagenti in raztopine 

 Komercialno dostopen reagenčni komplet FlexiGene DNA (Qiagen), 100 % 

izopropanol in 70 % etanol 

 

Inštrumenti in materiali 

 Sterilne mikrocentrifugirne epruvete (1,5 mL), centrifugirke (50 mL), pipete (10 

µL, 100 µL, 1000 µL), sterilni nastavki za pipete 

 Centrifuga, vibracijski mešalnik 

 

Delovni postopek 

Osamitev gDNA iz periferne krvi smo izvedli z reagenčnim kompletom FlexiGene DNA 

(Qiagen) po predpisanih navodilih, podanih s strani proizvajalca navedenega kompleta 

(52). 

 

3.2.2 SPEKTROFOTOMETRIČNO DOLOČANJE 
KONCENTRACIJE IN ČISTOČE DNA 
 

Reagenti in raztopine 

 Destilirana voda, vzorec - izolirana DNA 

 

Inštrumenti in materiali 

 Sterilne mikrocentrifugirne epruvete (1,5 mL), pipete (10 µL, 100 µL, 1000 µL), 

sterilni nastavki za pipete, mikrokvarčna kiveta (10 mm) 

 Spektrofotometer (Lambda 25, Perkin Elmer, Massachusetts, ZDA) 

 

Delovni postopek 

Koncentracijo in čistost izolirane gDNA smo merili spektrofotometrično z aparatom 

Lambda 25 (Perkin Elmer, Massachusetts, ZDA) pri dveh valovnih dolžinah, 260 nm in 
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280 nm. Baze v DNA imajo največjo absorbcijo ultravijolične (UV) svetlobe pri 260 nm 

(A260), zato velja med izmerjeno absorbanco in količino DNA v raztopini premo 

sorazmeren odnos. Večina proteinov absorbira največ UV svetlobe pri valovni dolžini 280 

nm (A280). Iz razmerja med obema absorbancama A260/A280 smo ocenili čistost izolirane 

DNA oziroma stopnjo kontaminacije DNA vzorca s proteini. Za nadaljnjo molekularno 

genetsko analizo smo uporabili le vzorce s koncentracijo DNA vsaj 50 µg/mL in 

razmerjem A260/A280 med 1,7 in 2,0. 

 

3.2.3 FLUORIMETRIČNO MERJENJE 
KONCENTRACIJE DNA 
 

Iz vsakega vzorca smo pripravili založno raztopino s koncentracijo DNA 100 ng/µL, 

fluorimetrično izmerili njeno koncentracijo in iz založne raztopine pripravili delovno 

raztopino s koncentracijo DNA 10 ng/µL.  

 

Reagenti in raztopine 

 Komercialno dostopen reagenčni komplet Qubit dsDNA BR (Life Technologies, 

San Diego, CA, ZDA) 

 Vzorec – založna raztopina s koncentracijo DNA 100 ng/µL 

 

Inštrumenti in materiali 

 Sterilne mikrocentrifugirne epruvete (1,5 mL), posebno tanke in čiste PCR-

mikrocentrifugirne epruvete (0,5 mL, Invitrogen, Life Technologies, San Diego, 

CA, ZDA), pipete (10 µL, 200 µL), sterilni nastavki za pipetiranje 

 Vibracijski mešalnik, mikrocentrifuga, fluorimeter Qubit 2.0 (Life Technologies, 

San Diego, CA, ZDA) 

 

Delovni postopek  

Z reagenčnim kompletom Qubit dsDNA BR (Life Technologies) smo s fluorimetrom 

Qubit 2.0 (Life Technologies) izmerili koncentracijo dvojnoverižne DNA (dsDNA) v 

založni raztopini. Naveden komplet vsebuje fluorescentno barvilo, ki se vrine v dsDNA 
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(interkalator) in fluorescira. Intenziteta fluorescenčne svetlobe interkalarnega barvila je 

sorazmerna s koncentracijo dsDNA. Pripravo raztopin in merjenje koncentracije dsDNA 

smo izvedli z navedenim reagenčnim kompletom po natančnih navodilih, podanih s strani 

proizvajalca Life Technologies (53). 

 

3.2.4 PRIPRAVA DNA-KNJIŽNICE 
 

Knjižnico DNA smo pripravili po navodilih proizvajalca, uporabili smo komercialno 

dostopen komplet reagentov TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina, San Diego, 

CA, ZDA) (54). Slednji omogoča pripravo kvalitetne knjižnice DNA in določitev 

nukleotidnega zaporedja več kot 4800 genov (okvirno 62.000 eksonov), povezanih z 

razvojem različnih bolezni. Med temi geni je 24 genov, ki so povezani z razvojem 

prirojenega HH z ali brez anozmije. 

 

Inštrumenti in materiali 

 Sterilne mikrocentrifugirne epruvete (1,5 mL), reakcijske epruvete (200 µL) in 

pripadajoči pokrovčki, nosilci za vzorce in podstavki za nosilce vzorcev, pipete (2 

µL, 10 µL, 20 µL, 100 µL, 200 µL, 1000µL), sterilni nastavki za pipetiranje, 

reakcijska ploščica z 96 vdolbinicami, MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction 

Plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA)  

 Vibracijski mešalnik, mikrocentrifuga, magnetno stojalo, aparat za PCR GeneAmp 

PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA), evaporator, 

bioanalizator Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA), ABI 

7500 Fast Real - Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA)  

Celotno pripravo knjižnice DNA smo si poenostavili z oblikovanjem delovne sheme, ki je 

prikazana na Sliki 4. 
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Slika 4: Shema priprave knjižnice DNA (54).   

Reagenčni komplet 

»Agilent DNA 1000« 
.......... Določanje količine in dolžine 

knjižnice DNA 

Prva reakcija PCR 

Združevanje vzorcev 

Prva hibridizacija 

Prva izolacija obogatene knjižnice DNA  

  

Druga hibridizacija 

Druga izolacija obogatene knjižnice DNA 

Čiščenje obogatene  

knjižnice DNA 

Druga reakcija PCR 

Čiščenje produktov  

druge reakcije PCR 

Kvantifikacija knjižnice DNA 
ABI 7500 Fast Real - 

Time PCR System 
.......... 

Čiščenje odsekov gDNA, 
označenih z adapterji 

Čiščenje produktov prve 

reakcije PCR 

 

Fragmentacija gDNA z ligacijo 
označevalnih adapterjev  
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3.2.4.1 Fragmentacija genomske DNA z ligacijo označevalnih 
adapterjev (angl. tagmentation) 
 

Reagenti in raztopine 

 Kroglice za čiščenje vzorca (angl. Sample Purification Beads), pufer za ustavitev 

fragmentacije gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev (angl. Stop Tagment 

Buffer), pufer za fragmentacijo gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev (angl. 

Tagment DNA Buffer), encim 1 za fragmentacijo gDNA z ligacijo označevalnih 

adapterjev (angl. Tagment DNA Enzyme 1), voda primerna za reakcijo PCR, vzorec 

– DNA (5 ng/µL) 

 

Delovni postopek  

Reakcijsko mešanico za fragmentacijo gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev smo 

pripravili v 200 µL reakcijski epruveti, v katero smo dodali 15 µL vode primerne za 

reakcijo PCR, 25 µL pufera za fragmentacijo gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev, 5 

µL delovne raztopine z 10 ng/µL DNA in 5µL encima 1 za fragmentacijo gDNA z ligacijo 

označevalnih adapterjev, jo premešali, centrifugirali 1 minuto pri 280 g in inkubirali 10 

minut na 58 °C. Po 10-ih minutah smo fragmentacijo gDNA z ligacijo označevalnih 

adapterjev (angl. tagmentation) takoj ustavili z dodatkom 15 µL pufera za ustavitev 

fragmentacije gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev. Po 4 minutni inkubaciji je sledilo 

čiščenje odsekov gDNA, označenih z adapteji.  

 

3.2.4.2 Čiščenje produktov fragmentacije gDNA z ligacijo 
označevalnih adapterjev, čiščenje PCR produktov in obogatene 
knjižnice DNA 
 

Reagenti in raztopine  

 Pufer za ponovno suspendiranje – RBS (angl. Resuspension Buffer), magnetne 

kroglice za čiščenje vzorca – SPB (angl. Sample Purification Beads), 80 % etanol, 

vzorec – produkt fragmentacije gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev ali 

produkt prve reakcije PCR ali obogatena knjižnica DNA ali produkt druge reakcije 

PCR 
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Delovni postopek  

Čiščenje produktov fragmentacije gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev, čiščenje 

produktov primarne in sekundarne reakcije PCR ter čiščenje obogatene knjižnice DNA 

poteka po enakem delovnem postopku. Razlikujejo se le po količinah določenega reagenta 

in inkubacijskem času. Podatki o volumnih reagentov in inkubacijskih časih posamezne 

stopnje priprave knjižnice DNA so zbrani v Preglednici IV. 

Čiščenje smo začeli s prenosom celotnega vzorca v 1,5 mL sterilno mikrocentrifugirno 

epruveto, dodali X1 µL dobro premešanih magnetnih kroglic za čiščenje vzorca, premešali, 

centrifugirali nekaj sekund in inkubirali Y minut pri sobni temperaturi. Nato smo epruveto 

prestavili na magnet in po 2 minutni inkubaciji odstranili supernatant. Kroglice smo spirali 

z 200 µL 80 % etanola, ga po 30 sekundah odstranili in postopek spiranja še enkrat 

ponovili. Ko so se kroglice po desetih minutah posušile, smo mikrocentrifugirno epruveto 

odstranili iz magneta, kroglice polili z X2 µL pufra za ponovno suspendiranje, premešali, 

centrifugirali nekaj sekund in inkubirali 2 minuti. Nato smo epruveto ponovno postavili na 

magnet in po 2 minutah prenesli  X3 µL čistega supernatanta v 200 µL reakcijsko epruveto.  

Po čiščenju produktov fragmentacije gDNA z ligacijo označevalnih adapterjev (angl. 

tagmentation) smo nadaljevali s prvo reakcijo PCR, po čiščenju produktov prve reakcije 

PCR s prvo hibridizacijo in po čiščenju obogatene knjižnice DNA z drugo reakcijo PCR. 

Očiščenim produktom druge reakcije PCR smo s PCR v realnem času (qPCR) izmerili 

koncentracijo DNA v vzorcu.  

Preglednica IV. Količine in inkubacijski časi čiščenja produktov fragmentacije gDNA z 
ligacijo označevalnih adapterjev, produkta 1. in 2. reakcije PCR ali obogatene knjižnice 
DNA (SPB – magnetne kroglice za čiščenje vzroca, RBS – pufer za ponovno 
suspendiranje) (54). 

Vrsta vzorca 
Volumni (µL) 

  SPB         RBS         Supernatant 
  (X1)          (X2)                (X3) 

Inkubacijski 
čas 1 
(min) 
(Y) 

Produkti fragmentacije gDNA z 
ligacijo označevalnih adapterjev 

65 22,5 20 8 

Produkti 1. reakcije PCR 90 27,5 25 10 
Obogatena knjižnica DNA 45 27,5 25 10 
Produkti 2. reakcije PCR 90 32,5 30 10 
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3.2.4.3 Prva reakcija PCR 
 

Reagenti in raztopine  

 Indeksni oligonukleotid 1 – i7 (N701, N705, N709) (angl. Index 1 primers), 

indeksni oligonukleotid 2 – i5 (E503, E504) (angl. Index 2 primers), PCR 

reakcijska zmes Nextera (angl. Nextera Library Amplification Mix), vzorec – 

očiščeni odseki gDNA, ligirani z označevalnimi adapterji 

 

Delovni postopek 

V prvi reakciji PCR smo pomnožili odseke gDNA, ki so bili ligirani z označevalnimi 

adapterji in jih označili z indeksnimi oligonukleotdi. Reakcijsko mešanico smo pripravili 

tako, da smo očiščenim odsekom gDNA, ligiranimi z adapterji dodali 5 µL dobro 

premešanega indeksnega oligonukleotida i7 (N7xx), 5 µL indeksnega oligonukleotida i5 

(E5xx) in 20 µL PCR reakcijske zmesi Nextera. V Preglednici V. so prikazane 

kombinacije indeksnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za označevanje 6 različnih 

knjižnic DNA, katere smo v nadaljevanju združili.  

Tako pripravljene vzorce smo pomnožili na aparatu GeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, ZDA) po naslednjem temperaturnem profilu: 

- 72 °C / 3 min 

- 98 °C / 30 s 

- 10 ciklov: 98 °C / 10 s; 60 °C / 30 s; 72 °C / 30 s 

- 72 °C / 5 min 

- hlajenje reakcijske mešanice na 10 °C 

 

Preglednica V. Kombinacije indeksnih oligonukleotidov s katerimi smo med 1. reakcijo 

PCR označili knjižnice DNA. 
Pacient Indeksni oligonukleotidi 

         i7                       i5 
1. N701 E503 
2. N705 E503 
3. N709 E503 
4. N701 E504 
5. N705 E504 
6. N709 E504 
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3.2.4.4 Določanje količine in dolžine knjižnice DNA na 
bioanalizatorju Agilent 2100 
 

Reagenti in raztopine  

 Reagenčni komplet Agilent DNA 1000 Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, ZDA)1 

 Vzorec – knjižnica DNA 

 

Delovni postopek 

Na bioanalizatorju Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA) smo po 

natančnih navodilih proizvajalca določili koncentracijo in dolžino knjižnice DNA (55). Za 

analizo smo uporabili komercialno dostopen reagenčni komplet Agilent 1000 Kit (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, ZDA). Na čipu Agilent 1000 bioanalizator elektroforetsko 

loči odseke DNA na 5 bp natančno, izmeri koncentracijo odsekov DNA v intervalnem 

območju 0,1 ng/µL - 50 ng/µL in dolžino odsekov DNA 25 bp - 1000 bp (56).  

Aparat je podal rezultate v obliki kromatograma in fotografije agarozne elektroforeze. S 

programom 2100 Expert (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA) smo ročno 

ovrednotili količino odsekov DNA porazdeljenih v velikostnem razredu 300-1000 bp in 

vizualno ocenili obliko kromatograma. Za pripravo kvalitetne knjižnice DNA je 

pomembnejša primerna porazdelitev odsekov DNA, kot pa oblika kromatograma.   

 

3.2.4.5 Združevanje vzorcev v eno frakcijo 
 

Delovni postopek  

Združili smo šest knjižnic DNA, ki smo jih predhodno med prvo PCR reakcijo označili z 

različnimi kombinacijami indeksnih oligonukleotidov. Po Enačbi 1 smo izračunali 

posamezne količine knjižnic DNA, katere smo natančno prenesli v 1,5 mL 

mikrocentrifugirno epruveto. V izračunu smo upoštevali priporočilo, da je masa 

posamezne knjižnice v združenem vzorcu 500 ng. Prav tako smo upoštevali tudi 

proizvajalčevo priporočilo, ki pravi, da mora biti volumen združenega vzorca enaka 40 µL. 
                                                 
1Komponente reagenčnega kompleta Agilent 1000 vsebujejo DMSO, zato z njimi ravnamo izredno previdno. 
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Ob preseženem volumnu smo iz združenega vzorca z evaporatorjem izhlapeli RBS pufer, v 

nasprotnem primeru smo ga dodali do zapolnjenega volumna 40 µL. 

 

Enačba 1: Izračun količine posameznih knjižnic DNA, ki jih bomo v nadaljevanju 
združili (54). 

   V (volumen posamezne knjižnice DNA) =  𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑝𝑜𝑠𝑎𝑚𝑒𝑧𝑛𝑒 𝑘𝑛𝑗𝑖ž𝑛𝑖𝑐𝑒 𝐷𝑁𝐴 (500 𝑛𝑔)
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑘𝑛𝑗𝑖ž𝑛𝑖𝑐𝑒 𝐷𝑁𝐴 (𝑛𝑔µ𝐿)

 

 

3.2.4.6 Prva in druga hibridizacija tarčnih odsekov DNA z 
biotiniliranimi sondami 
 

Reagenti in raztopine  

 Oligonukleotidne sonde označene z biotinom (angl. TruSight One Oligos), 

hibridizacijski pufer za obogatitev knjižnice DNA (angl. Enrichment Hybridization 

Buffer), RBS – uporabljen samo za drugo hibridizacijo, vzorec – združen vzorec 

šestih DNA knjižnic 

 

Delovni postopek 

Med hibridizacijo so se tarčni odseki DNA komplementarno povezali s sondami, 

označenimi z biotinom. Nastali so hibridi sonda – odsek DNA. 

Postopek prve in druge hibridizacije smo združili, saj sta se razlikovala le v zaključni 

inkubaciji. Reakcijsko mešanico smo pripravili v 200 µL mikrocentrifugirni epruveti, v 

katero smo dodali 40 µL združenega vzorca, 50 µL hibridizacijskega pufra za obogatitev 

knjižnice DNA in 10 µL mešanice oligonukleotidnih sond, označenih z biotinom. Vse 

skupaj smo dobro premešali in izvedli hibridizacijo na aparatu PCR GeneAmp PCR 

System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA), pod sledečimi temperaturnimi 

pogoji:  

- 95 °C / 10 min 

- 18 inkubacij po 1 minuto: Začeli smo pri 94 °C, nato smo z vsako naslednjo 

inkubacijo (vsako minuto) zmanjševali temperaturo za 2 °C do temperature 58 

°C. 
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- Zaključna inkubacija:  

 Med prvo hibridizacijo smo vzdrževali temperaturo na 58 °C od 90 

minut do največ 24 ur. 

 Med drugo hibridizacijo smo vzdrževali temperaturo na 58 °C od 14,5 

ur do največ 24 ur. 

S hibridizacijo smo v reakcijski mešanici pridobili obogateno knjižnico DNA (mešanico 

bogato s tarčnimi, specifičnimi odseki DNA). Vendar so poleg specifičnega produkta 

nastali tudi nespecifični, ki smo jih v naslednjem koraku odstranili. 

 

3.2.4.7 Prva in druga izolacija obogatene DNA-knjižnice 
 

Reagenti in raztopine  

 2 M NaOH, pufer 2 za elucijo tarčne DNA (angl. Elute Target Buffer 2), pufer 1 za 

elucijo tarčnih odsekov DNA (angl. Enrichment Elution Buffer 1), raztopina za 

čiščenje obogatene knjižnice DNA (angl. Enrichment Wash Solution), 

steptavidinske magnetne kroglice (angl. Streptavidin Magnetic Beads), vzorec – 

produkt prve ali druge hibridizacije (specifični in nespecifični) 

Delovni postopek  

Od obogatene knjižnice DNA smo v treh korakih odstranili nespecifične produkte, ki so 

nastali med hibridizacijo. V prvem koraku smo na streptavidinske magnetne kroglice preko 

biotina vezali hibride. Nato smo z inkubacijo pri povišani temperaturi iz kroglic odstranili 

vse nespecifično vezane produkte. V zadnjem koraku smo iz magnetnih kroglic sprali 

tarčne odseke DNA. Dobili smo knjižnico DNA obogateno s tarčnimi odseki. 

 

3.2.4.7.1 Vezava hibridov na streptavidinske magnetne kroglice 
 

V 1,5 mL mikrocentrifugirno epruveto smo k 250 µL dobro premešanim steptavidinskim 

magnetnim kroglicam dodali ves produkt hibridizacije in stresali 5 minut na sobni 

temperaturi na stresalniku pri 1400 rpm. Sledila je 25 minutna inkubacija na sobni 

temperaturi. V tem koraku so se na streptavidinske magnetne kroglice preko biotina vezali 



Obreza, T. Genetska analiza prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje 

generacije. Magistrska naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 

2015 

 

27 
 

tako specifični kot tudi nespecifični produkti hibridizacije. Po inkubaciji smo mešanico 

prestavili za 2 minuti na magnet, odstranili supernatant in postavili mikrocentrifugirko iz 

magneta. Temu koraku je sledilo odstranjevanje nečistoč (nespecifičnih produktov) iz 

streptavidinskih magnetnih kroglic. 

 

3.2.4.7.2 Odstranjevanje nečistoč iz streptavidinskih magnetnih kroglic 
 

Streptavidinske magnetne kroglice na katere so se vezali produkti hibridizacije, smo prelili 

z 200 µL raztopine za čiščenje obogatene knjižnice DNA. Nato smo resuspedirali vzorec 

tako, da smo v tips večkrat potegnili raztopino in jo spustili po kroglicah. Sledilo je 30 

minutno stresanje na 50 °C pri 300 rpm. Na magnetne kroglice so ostali vezani le 

specifični produkti hibridizacije (tarčni odseki DNA povezani z biotiniliranimi sondami). 

Po inkubaciji smo mikrocentrifugirko takoj postavili za 2 minuti na magnet, hitro odstranili 

superanant z nespecifičnimi produkti, mikrocentrifugirko postavili iz magneta in postopek 

čiščenja ponovili. 

 

3.2.4.7.3 Izpiranje obogatene DNA-knjižnice iz magnetnih kroglic 
 

Ko smo iz reakcijske mešanice odstranili vse nespecifične produkte, smo iz magnetnih 

kroglic izprali tarčne odseke DNA. Na ta način smo dobili knjižnico DNA, obogateno s 

tarčnimi odseki DNA.  

Najprej smo v 1,5 mL mikrocentrifugirni epruveti pripravili mešanico 28,5 µL pufra 1 za 

elucijo tarčnih odsekov DNA in 1,5 µL NaOH. Magnetnim kroglicam, na katere so bili 

vezani tarčni odseki DNA, smo dodali 23,5 µL pripravljene mešanice, premešali in 

inkubirali 2 minuti na sobni temperaturi. Mikrocentrifugirko smo postavili za 2 minuti na 

magnet. V supernatantu smo dobili knjižnico DNA obogateno s tarčnimi odseki DNA. 21 

µL supernatanta smo prenesli v 200 µL reakcijsko epruveto in dodali 4 µL pufra 2 za 

elucijo tarčne DNA. Postopek hibridizacije in izolacije obogatene knjižnice DNA smo po 

enakih korakih ponovili še enkrat (druga hibridizacija, druga izolacija obogatene knjižnice 

DNA). Razlika v postopku je le na koncu izolacije obogatene knjižnice DNA. 21 µL 

supernatanta z obogateno knjižnico DNA smo prenesli namesto v 200 µL reakcijsko 
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epruveto v 1,5 mL mikrocentrifugirno epruveto in mu dodali 4 µL pufra 2 za elucijo tarčne 

DNA. Sledilo je čiščenje obogatene knjižnice DNA z magnetnimi kroglicami za čiščenje 

vzorca in 80 % etanolom. 

 

3.2.4.8 Druga reakcija PCR  
 

Reagenti in raztopine 

 zmes za pomnoževanje obogatene knjižnice DNA Nextera (angl. Nextera 

Enrichment Amplification Mix), mešanica oligonukleotidnih začetnikov za reakcijo 

PCR (angl. PCR Primer Cocktail), vzorec – knjižnica DNA obogatena s tarčnimi 

odseki DNA (po drugi izolaciji obogatene knjižnice DNA) 

 

Delovni postopek  

Knjižnico DNA obogateno s tarčnimi odseki DNA smo pomnožili z reakcijo PCR na 

aparatu GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA). 

Reakcijsko mešanico smo pripravili tako, da smo k 25 µL obogateni knjižnici DNA dodali 

5 µL mešanice oligonukleotidnih začetnikov za reakcijo PCR in 20 µL zmesi Nextera za 

pomnoževanje obogatene knjižnice DNA, vsebino premešali in knjižnico DNA pomnožili 

po naslednjem temperaturnem profilu: 

- 98 °C / 30 s 

- 10 ciklov: 98 °C / 10 s; 60 °C / 30 s; 72 °C / 30 s 

- 72 °C / 5 min 

- Hlajenje reakcijske mešanice na 10 °C 

Produkte druge reakcije PCR smo očistili z magnetnimi kroglicami za čiščenje vzorca in 80 

% etanolom. 
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3.2.4.9 Kvantifikacija knjižnice DNA z metodo verižne reakcije 
s polimerazo v realnem času (qPCR) 
 

Reagenti in raztopine 

 Vsebina reagenčnega kompleta KAPA Library Quantification Kits (Kapa 

Biosystems, Massachusetts, ZDA): reakcijska zmes KAPA SYBR FAST qPCR –

vsebuje fluorescenčno barvilo SYBR Green I, barvilo ROX, osnovna raztopina 

dveh Illumina oligonukleotidnih začetnikov (angl. Illumina Primer Premix), 6 

rečenih standardov s koncentracijo dsDNA-odsekov 20 pM - 0.02 fM, voda 

primerna za reakcijo PCR 

 

Delovni postopek 

Na aparatu ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Foste City, CA, 

ZDA) smo izmerili koncentracijo knjižnice DNA. Uporabili smo komercialno dostopen 

reagenčni set KAPA Library Quantification Kits (Kapa Biosystems, Massachusetts, ZDA). 

Komplet reagentov je vseboval specifične oligonukleotidne začetnike, ki so se vezali na 

indeksne oligonukleotide. Na ta način smo izmerili le koncentracijo knjižnice DNA 

označene z indeksnimi oligonukleotidi.  

Za qPCR smo pripravili reakcijsko mešanico tako, da smo k reakcijski zmesi KAPA SYBR 

FAST qPCR dodali 1 mL osnovne raztopine oligonukleotidnih začetnikov Illumina in 

dobro premešali. V vdolbinice na reakcijski ploščici smo razporedili 12 µL reakcijske 

mešanice za qPCR, 3,6 µL vode primerne za PCR, 0.4 µL ROX barvila in 4 µL 1:10.000 

rečenega standarda ali knjižnice DNA. Temperaturni profil analize je bil sledeč: 

- Aktivacija polimeraze: 95 °C / 5 min 

- 35 ciklov 95 °C / 30 s; 60 °C / 45 s 

Metoda qPCR temelji na kontinuiranem merjenju fluorescence v vsakem ciklu reakcije. V 

fazi podaljševanja se je v dsDNA vgradilo fluorescenčno barvilo SYBR Green I in 

posledično začelo fluorescirati. Aparat ABI 7500 Fast Real - Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, ZDA) je podal rezultate v obliki amplifikacijske krivulje, iz 

katere smo razbrali kvantifikacijski cikel (Cq) standardov in vzorcev. Cq vrednost je cikel 

pri katerem fluorescenca vzorca oziroma standarda preseže prag fluorescence (angl. 
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threshold). Glede na znano koncentracijo rečenih standardov in njihovo Cq vrednost smo s 

programom ABI 7500 v2.06 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA) izrisali 

standardno krivuljo odvisnosti Cq od log začetne koncentracije knjižnice DNA. Iz krivulje 

smo na osnovi Cq vrednosti vzorcev odčitali koncentracijo posameznih knjižnic DNA (1). 

 

3.2.5 DOKONČNA PRIPRAVA REAGENTOV IN 
DNA-KNJIŽNICE ZA NGS 
 

Reagenti in raztopine 

 Vsebina reagenčnega kompleta MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina, San Diego, CA, 

ZDA)2: reagenčna kartuša, hibridizacijski pufer 1 (angl. Hibridization Buffer), 

pufer PR2 (angl. Incorporation Buffer), pretočna celica MiSeq, potopljena v pufer 

za shranjevanje 

 RBS, 2 M NaOH, voda primerna za reakcijo PCR, destilirana voda, etanol, kontrola 

PhiX, knjižnica DNA 

 

Inštrumenti in materiali 

 Sterilne mikrocentrifugirne epruvete (1,5 mL), pipete (10 µL, 200 µL, 1000 µL), 

sterilni nastavki za pipetiranje, steklenica za odpadne reagente 

 Vibracijski mešalnik, sekvenator naslednje generacije MiSeq (Illumina, San Diego, 

CA, ZDA) 

Delovni postopek 

Reagenčno kartušo, knjižnico DNA in pretočno celico smo pred uporabo na sekvenatorju 

MiSeq (Illumina, San Diego, CA, ZDA) ustrezno pripravili. Reagenčno kartušo smo 

temeljito odmrznili v vodni kopeli sobne temperature in jo pred uporabo dobro premešali. 

Ko je bila kartuša pripravljena za uporabo, smo 4 μl knjižnice DNA (V(knj. DNA)) redčili z 

resuspezijskim pufrom (VRBS) do koncentracije 1,25 nM (c(knj. DNA končna)). Količino RBS 

smo izračunali po Enačbi 2 (54). 
 

                                                 
2 Reagenčni komplet MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina) vsebuje toksični formamid in alifatske amide, zato z 
vsemi reagenti ravnamo previdno.  
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Enačba 2: Izračun količine RBS pufra s katerim smo redčili knjižnico DNA (knj. - 
knjižnica) (54). 

   V(knj. DNA + RBS)=
𝑐(𝑘𝑛𝑗.  𝐷𝑁𝐴,𝑞𝑃𝐶𝑅) × 𝑉 (𝑘𝑛𝑗.  𝐷𝑁𝐴) 

𝑐 (𝑘𝑛𝑗.  𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑜𝑛č𝑛𝑎)
   →   V(RBS) = V(knj. DNA + RBS)  - V(knj. DNA) 

 

10 µL redčene knjižnice DNA smo denaturirali z 10 µL 0,1 M NaOH, katerega smo 

pripravili iz 10 µL NaOH in 190 µL vode, premešali in inkubirali 5 minut na sobni 

temperaturi. Takoj po inkubaciji smo denaturirani DNA dodali 980 µL hibridizacijskega 

pufra 1 in 5 µL kontrole Phix. Tako pripravljeno knjižnico DNA smo dobro premešali in jo 

postavili na led, dokler nismo pripravili pretočne celice. Pretočno celico smo očistili z 

destilirano vodo in etanolom, osušili s staničevino in vstavili v aparat MiSeq (Illumina, San 

Diego, CA, ZDA). V reagenčno kartušo smo na označeno mesto »Load Sample« dodali 

650 µL denaturirane in rečene knjižnice DNA. Preden smo vstavili kartušo v sekvenator 

MiSeq (Illumina, San Diego, CA, ZDA) smo v aparat postavili še pufer PR2 in steklenico 

za odpad ter vpisali seznam vzorcev. Na aparatu MiSeq (Illumina, San Diego, CA, ZDA) 

je avtomatsko potekla sinteza skupkov DNA, določanje nukleotidnega zaporedja s sintezo 

in analiza podatkov.  

 

3.2.6 ANALIZA REZULTATOV, PRIDOBLJENIH S 
SEKVENATORJEM NASLEDNJE GENERACIJE 
  

Podatke pridobljene s sekvenatorjem MiSeq (Illumina, San Diego, CA, ZDA) smo 

analizirali s programskim orodjem Illumina VariantStudio v2.2 (Illumina, San Diego, CA, 

ZDA). Program omogoča anotacijo genetskih variant in filtriranje NGS podatkov glede na 

postavljene kriterije. Izluščili smo le gene z več kot 8-kratno pokritostjo, genetske 

spremembe, ki se pojavljajo pri manj kot 1 % splošne populacije (angl. Minor Allele 

Frequency (MAF)) in spremembe, ki se nahajajo v genih KAL1, AXL, CHD7, KISS1, 

KISS1R, LEPR, PROK2, SOX10, TACR3, FGF8, FGFR1, GNRH1, GNRHR, NSMF, 

PROKR2, SOX2, TSHZ1, HESX1, HS6ST1, LEP, NR0B1, SEMA3A, TAC3 in WDR11. 

Tiste genetske spremembe, ki so bile nesinonimne (povzročajo spremembo aminokisline v 

proteinu), insercije, delecije ali so se nahajale v ohranjenih mestih za izrezovanje intronov 

in so bile potencialno vzročne (odgovorne za nastanek bolezni), smo preverili v bazi 
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podatkov o mutacijah HGMD (57) in bazi polimorfizmov dbSNP (58). Na ta način smo 

ugotovili ali je sprememba že opisana in pri znanih preverili še njihov MAF ter povezanost 

z razvojem prirojenega HH z ali brez anozmije. Te genetske spremembe smo naknadno 

potrdili s sekvenciranjem po Sangerju. Prav tako smo potrdili spremembe, ki so bile 

potencialno vzročne a še niso bile opisane v bazah podatkov. 

Pri preiskovancih, pri katerih s tehnologijo NGS nismo odkrili nobene spremembe v 

izbranih 24 genih, smo s spletnim orodjem Galaxy (51) preverili vertikalno pokritost 

posameznih tarčnih odsekov. Predelom, ki so bili izredno slabo pokriti (< 10-krat), smo s 

Sangerjevo metodo določili nukleotidno zaporedje. Na ta način smo preverili prisotnost 

vzročnih sprememb v slabo prebranih delih izbranih genov in s tem zapolnili vrzeli, kjer 

NGS sekvenciranje ni bilo zadovoljivo uspešno. 

 

3.2.7 POTRDITVENA METODA – SEKVENCIRANJE 
PO SANGERJU 
 

Sekvenciranje po Sangerju temelji na principu verižne reakcije s polimerazo (PCR) z 

različno fluorescentno označenimi dideoksinukleotidi (ddNTP) in enim samim 

oligonukleotidnim začetnikom. Z vgraditvijo deoksinukleotidov (dNTP) se sintetizira nova 

veriga. Ob naključni vključitvi fluorescentno označenega ddNTP, se zaradi odsotne 

hidroksilne skupine na 3' položaju, sinteza DNA verige ustavi. Produkt je mešanica različno 

dolgih fluorescentno označenih DNA odsekov. Avtomatski sekvenator s kapilarno 

elektroforezo odseke DNA loči po velikosti, detektor ob izhodu iz kapilare pa zaznava barvni 

signal označenega ddNTP-ja. Računalniški program prikaže rezultate nukleotidnega 

zaporedja v obliki elektroferograma, na katerem vsaka barvna krivulja predstavlja po eno 

vrsto vgrajenega ddNTP-ja (59, 60). 

 

3.2.7.1 Oblikovanje oligonukleotidnih začetnikov 
 

V podatkovni bazi genomov ENSEMBL (61) smo poiskali referenčno nukleotidno 

zaporedje vseh izbranih genov, v katerih smo z NGS analizo opredelili prisotnost 
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potencialno vzročnih genetskih sprememb. Del zaporedja intronske regije, celoten ekson v 

katerem se je nahajala sprememba ter del introna za njim smo uporabili za oblikovanje 

smernih (angl. forward (F)) in protismernih (angl. reverse (R)) oligonukleotidnih 

začetnikov v spletnem programu Primer 3 (v.0.4.0). V predlaganih začetnikih smo s 

SNPCheck (62) preverili prisotnost polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP) in izbrali 

tiste brez prisotnih SNP-jev. Na enak način smo izbrali tudi oligonukleotidne začetnike za 

eksone, kateri so imeli vertikalno pokritost manjšo od 10.  Izbrani oligonukleotidni začetniki so 

navedeni v Preglednici VI. 

 

Preglednica VI. Uporabljeni oligonukleotidni začetniki in njihove lastnosti. 

Oligonukleotidni 

začetnik 

Nukleotidno 

zaporedje 

5´ - 3´ 

Dolžina 

produktov 

(bp) 

Tm – temperatura 

prileganja (°C) 
% GC   

FGFR1e4F cctttgtctctcccctcctc 
667 

60.19 60 

FGFR1e4R tagtgggcagcagtttctga 59.59 50 

PROK2e2F gggcatttcactgctaatttt 
526 

58.26 38.1 

PROK2e2R agcacgttacccagtccttc 59.21 55 

PROKR2e1F tgagtcaactctccccaagg 
1059 

60.23 55 

PROKR2e1R ctcttgccctccaaagattg 59.81 50 

GNRHRe1F aaggcagaaataaaacaggactt 
997 

57.64 34.78 

GNRHRe1R gaacccaagctcttaaaggtaat 57.2 39.13 

CHD7e29F ccctttcccacactgtcatt 
729 

59.82 50 

CHD7e29R gagcctttctttggtggtca 60.23 50 

PROK2e1F agaccacaaaagcggttcc 
586 

56.7 52.6 

PROK2e1R cctctagcctgcccttcag 61 63.2 

NSMFe1F cctcagtttccccgctct 
674 

58.2 61.1 

NSMFe1R caggggaccaggaagagg 60.5 66.7 
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3.2.7.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 

Reagenti in raztopine 

 Komercialno dostopna reakcijska mešanica za reakcijo PCR GoTaq G2 Green 

Master Mix (Promega, San Luis Obispo, CA, ZDA), raztopina oligonukleotidnih 

začetnikov (10 pmol/µL) (Preglednica VI.), voda primerna za reakcijo PCR, vzorec 

– gDNA s koncentracijo 100 ng/µL 

 

Inštrumenti in materiali 

 Reakcijske epruvete (200 µL) in pripadajoči pokrovčki, nosilci za vzorce in 

podstavki za nosilce vzorcev, pipete (2 µL, 10 µL), sterilni nastavki za pipete 

 Centrifuga, vibracijski mešalnik, aparat za PCR, ABI 9700 (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, ZDA)  

 

Delovni postopek  

Za vsak vzorec smo potrebovali tri 200 µL reakcijske epruvete. V prvi dve smo dodali 10 

µL reakcijske mešanice GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, San Luis Obispo, CA, 

ZDA), 1 µL F in 1 µL R oligonukleotidnega začetnika s koncentracijo 10 pmol/µL, 1 µL 

izolirane gDNA s koncentracijo 100 ng/µL in 7 µL vode primerne za reakcijo PCR. Tretja 

200 µL reakcijska epruveta je služila za slepo kontrolo, zato smo vanjo dodali vse zgoraj 

navedene reagente razen vzorca. Reakcijo pomnoževanja smo izvedli na aparatu za PCR, 

ABI 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA) po naslednjem temperaturnem 

profilu: 

- 95 °C / 10 min 

- 35 ciklov 94 °C / 30 s; 59 °C / 30 s; 72 °C / 30 s 

- 72 °C / 7 min 

- Hlajenje reakcijske mešanice na 10 °C 
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3.2.7.3 Agarozna elektroforeza 
 

Reagenti in raztopine 

 10 x TBE (1 M Tris HCl, 650 mM boratna kislina, 20 mM EDTA, destilirana 

voda), 1 x pufer TBE, agaroza, barvilo SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, 

Life Technologies, San Diego, CA, ZDA), označevalec velikosti odsekov DNA, 50 

bp (Sigma – Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA), vzorec – produkt reakcije PCR 

 

 

Inštrumenti in materiali 

 Erlenmajerica (250 mL), merilni valj (100 mL), urno steklo, pipeta (10 μL), 

nastavki za pipete, tehtnica, mikrovalovna pečica, sistem za agarozno 

elektroforezo: nosilec za gel in glavniček, parafilm, komora za vizualizacijo gelov 

G:BOX 

 

Delovni postopek  

Uspešnost reakcije PCR smo preverili z določanjem dolžine pomnoženih odsekov z 

agarozno elektroforezo. Za elektroforezno ločbo smo iz 1,6 g agaroze, 80 mL 1 x Tris – 

Borat – EDTA (TBE) pufra in 8 µL barvila SYBR Safe DNA Gel Stain pripravili 2 % 

agarozni gel. Raztopine pomnoženih odsekov smo nanesli v žepke gela, poleg katerih smo 

nanesli tudi označevalec velikosti odsekov. Elektroforeza je potekala 45 minut pri 

napetosti 90 V. Po ločbi smo gel v komori za vizualizacijo gelov s pomočjo programa 

GeneSnap pogledali pod UV svetlobo. 

 

3.2.7.4 Sekvenčna reakcija 
 

Reagenti in raztopine 

 Encimska mešanica ExoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA, ZDA), Big-Dye 

Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA), voda primerna za PCR, 

oligonukleotidni začetniki (10 pmol/µL) (Preglednica VI.), natrijev acetat, etanol 

(100 %, 70 %), formamid 
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Inštrumenti in materiali 

 Sterilne mikrocentrifugirne epruvete (1,5 mL), pipete (2 µL, 10 µL, 20 µL, 100 µL, 

1000µL) in sterilni nastavki za pipete, reakcijska ploščica z 96 vdolbinicami, 

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, ZDA)  

 Vibracijski mešalnik, centrifuga, komora za sterilno delo, aparat za PCR GeneAmp 

PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA), sekvenator ABI 

3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA) 

 

Delovni postopek  

Pred sekvenčno reakcijo smo PCR produkt očistili z mešanico dveh hidrolitičnih encimov, 

katera sta razgradila nevgrajene dNTP-je, oligonukleotidne začetnike in ostale neželene 

produkte tvorjene med pomnoževanjem. K 2,5 µL produkta reakcije PCR smo dodali 1 µL 

ExoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA, ZDA), ki je vseboval alkalno fosfatazo in 

eksonukleazo I. Mešanico inkubirali 15 minut pri 37 °C, nato pa v aparatu ABI 9700 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA) s 15 minutno inkubacijo pri 80 °C povzročili 

deaktivacijo encima.  

Sekvenčno reakcijo smo izvedli ločeno v obe smeri z istimi oligonuleotidnimi začetniki kot 

smo jih uporabili za reakcijo PCR (Preglednica VI.). Očiščenim pomnoženim odsekom 

PCR smo dodali 16,2 µL osnovne mešanice za sekvenciranje Big-Dye Terminator 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA), ki je pomešan s pufrom za sekvenciranje in 

0,3 µL F ali R oligonukleotidnega začetnika. Na aparatu za PCR ABI 9700 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, ZDA) smo izvedli sekvenčno reakcijo po temperaturnem 

protokolu: 

- 96 °C / 1min  

- 25 ciklov 96 °C / 10 s, 50 °C / 5 s, 60 °C / 4 min  

- Hlajenje reakcije na 4 °C 

Po reakciji smo zmes nastalih odsekov obarjali z dodatkom 2 µL 3 M natrijevega acetata 

(pH 4.8) in 50 µL 100 % etanola, inkubirali na ledu 10 minut ter centrifugirali 45 minut pri 

1500 g. Supernatant (nevgrajeni ddNTP - ji) smo takoj odstranili, dodali 70 µL 70 % 

etanola in centrifugirali 15 minut pri 1500 x g, supernatant ponovno odstranili ter posušili 
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oborino na sobni temperaturi. Nato smo oborino raztopili v 20 µL formamida, inkubirali 5 

minut na 94 °C, ohladili na 10 °C in prenesli na sekvenator ABI 3500 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA). Nukleotidno zaporedje smo analizirali z 

programom Sequencing Analyses Software 5.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

ZDA). 

 

3.2.7.5 Analiza in interpretacija rezultatov 
 

Sekvenator je podal rezultate v obliki elektroferograma, v katerem so zeleni vrhovi 

predstavljali adenin (A), modri citozin (C), črni gvanin (G) in rdeči timin (T).  

S programskim orodjem BLAST (63) smo primerjali spremembe nukleotidnga zaporedja z 

referenčnim nukleotidnim zaporedjem gena, objavljenega v bazi podatkov GenBank (64). 

V podatkovni bazi mutacij HGMD (57) in bazi polimorfizmov dbSNP (58) smo preverili, 

ali je sprememba že opisana. Novo odkrite spremembe smo poimenovali na dva načina, 

glede na proteinsko zaporedje in komplementarno DNA (cDNA). 

 

Rezultate sekvenciranja po Sangerju smo primerjali z rezultati analize NGS. Če so se med 

seboj ujemali, smo potrdili prisotnost vzročnih sprememb. 
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4 REZULTATI 
 

4.1 KLINIČNE ZNAČILNOSTI 
PREISKOVANCEV 
 

Enajst preiskovancev je bilo obravnavanih zaradi klinične diagnoze HH in eden zaradi 

kasne pubertete ter zapoznele rasti. V Preglednicah VII. in VIII. so podrobneje opisane 

značilnosti preiskovancev, kot so spol, starost, država rojstva, družinska anamneza, 

klinična diagnoza, druge prirojene nepravilnosti in zdravljenje. Trije preiskovanci (C, F, L) 

so imeli poleg reproduktivnih motenj tudi nekatere druge prirojene nepravilnosti, ki so 

značilne za prirojeni HH z ali brez anozmije. To so senzorinevralna naglušnost, barvna 

slepota, hipertelorizem, dolge okončine, težave z učenjem in bimanualna sinkinezija. 

Rezultati slikanja hipotalamično-hipofiznega območja z MRI niso bili znani. Nekateri od 

preiskovancev so prejemali hormonsko nadomestno zdravljenje, kar je omogočilo 

normalen razvoj sekundarnih spolnih značilnosti in funkcij.  

 
Preglednica VII. Značilnosti preiskovancev (M – moški spol, Ž – ženski spol, SLO – 
Slovenija, KS – Kallmannov sindrom, nHH – normozmični prirojeni hipogonadotropni 
hipogonadizem, / - družinska anamneza ni poznana, DHH – družinska hipokalciurična 
hiperkalcemija, HNZ – hormonsko nadomestno zdravljenje). 

Preiskovanec 

Spol / 
starost / 
država 
rojstva 

Družinska 
anamneza 

Klinična 
diagnoza 

Druge prirojene 
nepravilnosti 

Zdravljenje (HNZ 
z androgeni) 

A M, 67, 
SLO / KS Klinodaktilija, krajša 4. 

dlančna kost Da 

B M, 57, 
SLO / nHH / Da 

C M, 38, 
SLO / KS Senzorinevralna 

naglušnost Da 

D M, 37, 
SLO / KS / Da 

E M, 35, 
SLO KS več članov KS / Da 

F M, 32, 
SLO / nHH Barvna slepota Da 
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Preglednica VIII. Nadaljevanje Preglednice VII. 

Preiskovanec 

Spol / 
starost / 
država 
rojstva 

Družinska 
anamneza 

Klinična 
diagnoza 

Druge prirojene 
nepravilnosti 

Zdravljenje (HNZ 
z androgeni) 

G M, 24, 
SLO 

DHH 
Oče: anozmija KS / Da 

H M, 23, 
SLO / nHH Shizofrenija Da 

I M, 22, 
SLO / KS / Da 

J M, 21, 
SLO / 

Kasna 
puberteta, 
zapoznela 

rast 

/ Ne 

K Ž, 17, 
SLO 

Oče: kasna puberteta, 
anozmija, zmanjšana 

poraščenost 
Očetova sestra: 
pozna menarha, 

nikoli zrastel 
4. zob 

KS / Priporočeno 

L M, 16, 
Slovaška / KS 

Prirojena srčna 
napaka, 

hipertelorizem, 
dolge okončine, 

težave z učenjem, 
sinkinezija 

Priporočeno 

 

4.2 PRIPRAVA DNA-KNJIŽNICE 
 

Med pripravo knjižnice DNA smo odsekom DNA, označenih z indeksnimi oligonukleotidi, 

z bioanalizatorjem Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA) izmerili 

njihovo koncentracijo in dolžino. Primer kromatograma in fotografije agarozne 

elektroforeze za vzorec A je prikazan na Sliki 5. Večina odsekov knjižnice DNA je dolgih 

med 300 bp in 1000 bp, zato je knjižnica primerna za nadaljnje sekvenciranje. 
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Slika 5: Primer določanja koncentracije in dolžine odsekov knjižnice DNA z 

bioanalizatorjem Agilent 2100. 

 

4.3 GENETSKA ANALIZA   
 

Z analizo NGS (MiSeq, Illumina) in pripadajočimi programskimi orodji smo v skupini 12 

preiskovancev pri polovici (A, B, F, H, K, L) prepoznali 6 različnih sprememb, ki bi lahko 

bile vzročne in sicer v genih PROK2, GNRHR, PROKR2, FGFR1 in CHD7. Med njimi 

smo opredelili tri že opisane in tri nove spremembe, te so natančneje opisane v Preglednici 

IX. Še neopisane spremembe smo poimenovali kot je priporočeno z mutacijsko 

nomenklaturo Human Genome Variation Society (65), s štetjem smo pričeli pri začetni 

aminokislini metionin (kodon ATG). Gre za spremembe: c.171_172delTT 

(p.Ile57MetfsTer17) v 2. eksonu gena PROK2, c.196T>C (p.Typ66Arg ) v 4. eksonu gena 

FGFR1 in c.5759A>G (p.Tyr1920Cys) v 29. eksonu gena CHD7.  

S sekvenciranjem po Sangerju smo potrdili vseh šest sprememb, opredeljenih z analizo 

NGS (Priloga 1). Pri enem preiskovancu (B) smo s potrditveno metodo v genu GNRHR 

poleg spremembe c.416G>A (p.Arg139His), opredeljene z obema metodama, določili tudi 

spremembo c.511G>A (p.Ala171Thr). 

Pri preiskovancih C, D, E, G, I in J, kjer z analizo NGS nismo opredelili sprememb v 

izbranih genih, smo s spletnim orodjem Galaxy (51) preverili vertikalno pokritost 

posameznih eksonov teh genov. Pokritost pod 10 sta imela le eksona 1 v genu PROK2 in 
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genu NSMF, zato smo v teh področjih s sekvenciranjem po Sangerju preverili prisotnost 

možnih genetskih sprememb. V teh področjih dodatnih sprememb nismo opredelili.  

 

Preglednica IX. Vzročne spremembe, ki smo jih prepoznali pri preiskovancih s klinično 
diagnozo HH z NGS analizo in potrditveno Sangerjevo metodo.  

Bolnik Gen Ekson Genotip Vzročna sprememba 
Vzročna sprememba 

opisana v HGMD 
(57) 

A PROK2 2 Heterozigot 
NM_001126128.1:c.171_172delTT 
NP_001119600.1:p.Ile57MetfsTer17 

Nova vzročna 
sprememba 

B GNRHR 1 Heterozigot 

NM_000406.2:c.416G>A 
NP_000397.1:p.Arg139His 

CM012141 

NM_000406.2:c.511G>A 
NP_000397.1:p.Ala171Thr 

CM030883 

F GNRHR 1 Heterozigot 
NM_000406.2:c.317A>G 
NP_000397.1:p.Gln106Arg 

CM970686 

H PROKR2 1 Heterozigot 
NM_144773.2:c.254G>T 
NP_658986.1:p.Arg85Leu 

CM100860 

K FGFR1 4 Heterozigot 

NM_023110.2:c.196T>C  
NP_075598.2:p.Typ66Arg 
(NM_001174067:c.295T>C 
 NP_001167538.1:p.Typ99Arg) 

Nova vzročna 
sprememba 

L CHD7 29 Heterozigot 
NM_017780.3:c.5759A>G 
NP_060250.2:p.Tyr1920Cys 

Nova vzročna 
sprememba 
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5 RAZPRAVA  
 

V magistrski nalogi smo pri preiskovancih s klinično diagnozo HH želeli s tehnologijo 

NGS opredeliti genetsko ozadje prirojenega HH. Z analizo NGS smo analizirali 24 genov, 

povezanih z razvojem bolezni. Kot potrditveno metodo smo uporabili sekvenciranje po 

Sangerju. 

Do sedaj obstaja le nekaj študij, v katerih so za preučevanje genetskega ozadja prirojenega 

HH z ali brez anozmije uporabili tehnologijo NGS (66, 67). V večini študij so za 

opredelitev genetskega vzroka razvoja prirojenega HH uporabili sekvenciranje po Sangerju 

(68-70).  

 

5.1 POMEN GENETSKE DIAGNOSTIKE 
PRIROJENEGA HH 
 

Usmerjene genetske preiskave se pri preiskovancih s klinično diagnozo HH opravijo z 

namenom odkritja genetskega vzroka bolezni in dokončne ter zgodnje opredelitve 

diagnoze. Rezultati genetske analize omogočajo tudi ciljno prepoznavanje bolezni pri 

družinskih članih. Za takšne analize se lahko preiskovančevi sorodniki odločijo v okviru 

genetskega svetovanja. 

Pri bolnikih s prirojenim HH so klinične značilnosti lahko izražene v obliki kriptorhizma 

in/ali mikropenisa že pri novorojenčku moškega spola in kot druge prirojene nepravilnosti, 

kot so razcepljena ustnica ali nebo, bimanualna sinkinezija, odsotnost zob ali ledvice, 

okvara sluha, anomalije ušes ali oči pri obeh spolih (14, 19, 22). Bolniki s KS imajo poleg 

HH prisotno tudi anozmijo ali hipozmijo. Diagnoza se po navadi postavi, ko puberteta 

zakasni oziroma ne nastopi. Hitra postavitev diagnoze in potrditev na genetskem nivoju je 

pomembna predvsem zaradi uvedbe hormonskega zdravljenja. V puberteti je cilj 

hormonskega nadomestnega zdravljenja z androgeni doseči mladostnikov popoln 

pubertetni razvoj, pri odraslih bolnikih pa sistemsko delovanje testosterona in estrogena (3, 



Obreza, T. Genetska analiza prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje 

generacije. Magistrska naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 

2015 

 

43 
 

27). Za obnovo spermatogeneze in gametogeneze pri odraslem bolniku je potrebno 

zdravljenje z gonadotropini ali GnRH, s čimer se omogoči plodnost pri bolniku (3, 27). 

 

5.2 GENETSKE SPREMEMBE PRI BOLNIKIH S 
KLINIČNO DIAGNOZO HH 
 

S sekvenciranjem naslednje generacije (MiSeq, Illumina, San Diego, CA, ZDA) smo pri 

dvanajstih preiskovancih s klinično diagnozo HH analizirali 24 genov, povezanih z 

razvojem HH z ali brez anozmije (KAL1, AXL, CHD7, KISS1, KISS1R, LEPR, PROK2, 

SOX10, TACR3, FGF8, FGFR1, GNRH1, GNRHR, NSMF, PROKR2, SOX2, TSHZ1, 

HESX1, HS6ST1, LEP, NR0B1, SEMA3A, TAC3, WDR11). Z analizo NGS smo pri 

polovici preiskovancev (6/12) opredelili šest različnih vzročnih sprememb, eno delecijo in 

pet sprememb s spremenjenim pomenom, ki so se nahajale v genih PROK2, GNRHR, 

PROKR2, FGFR1 in CHD7 (Preglednica IX.). Med njimi tri genetske spremembe v genih 

FGFR1, PROK2 in CHD7 še niso bile opisane pri bolnikih s prirojenim HH in niso 

navedene v bazah ClinVar (71), HGMD (57) ali dbSNP (58), in silico metodi (Sift, 

PolyPhen) pa predvidevata, da naj bi bile patološke. S Sangerjevo metodo smo potrdili vse 

genetske spremembe, ki smo jih prepoznali z NGS analizo. Izstopal je le preiskovanec B, 

pri kateremu smo s sekvenciranjem po Sangerju v 4. eksonu gena GNRHR poleg 

spremembe opredeljene z NGS analizo prepoznali v istem eksonu še eno dodatno 

spremembo s spremenjenim pomenom. 

Genetske spremembe, ki smo jih opredelili in do sedaj še niso opisane pri bolnikih s 

prirojenim HH z ali brez anozmije predstavljajo kar 43 % (3/7) vseh opredeljenih 

sprememb v naši raziskavi. S tem smo razširi spekter genetskih sprememb, ki so vzročno 

povezane z razvojem prirojenega HH in odpiramo vrata nadaljnjim funkcijskim študijam, 

ki bi podrobneje pojasnile točen pomen teh sprememb in njihov vpliv na razvoj bolezni.  
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5.2.1 GEN PROK2 
 

Gen PROK2 se nahaja na kratki ročici kromosoma 3 (3p13) in nosi zapis za protein 

»Prokineticin 2« (PROK2), ligand za receptor PROKR2. Sistem PROK2/PROKR2 se 

izraža v centralnem živčnem sistemu, in sicer v subventrikularni coni ter olfaktornih 

bulbusih (72). Sistem sodeluje pri razvoju olfaktornih bulbusov in spolnem dozorevanju 

(73). Znano je, da se genetske spremembe v homozigotni ali heterozigotni obliki v genu 

PROK2 pojavljajo pri manj kot 10 % bolnikov s HH z ali brez anozmije (74-77).  

 

5.2.1.1 Genetska sprememba p.Ile57MetfsTer17 
 

Pri preiskovancu A s klinično diagnozo KS smo v eksonu 2 gena PROK2 v heterozigotni 

obliki opredelili delecijo dveh timinov c.171_172delTT. Na proteinski ravni se to kaže kot 

sprememba bralnega okvirja, vključitev 16 nesorodnih aminokislin, ki jim sledi prezgodnji 

terminacijski kodon (p.Ile57MetfsTer17). Sprememba še ni bila opisana pri bolnikih s 

prirojenim HH z ali brez anozmije in ni opisana v bazah ClinVar (71), HGMD (57) ali 

dbSNP (58). Metodi Sift in PolyPhen predvidevata, da je genetska sprememba patološka. 

Trenutno je v bazi HGMD (57) v genu PROK2 opisanih 19 vzročnih sprememb, od tega 16 

pri bolnikih s KS, ena pri bolniku z izolirano anozmijo, dve pri bolniku z nHH. Med njimi 

je le ena manjša delecija (c.163delA), ki je bila opisana v homozigotni obliki pri dveh 

bratih s KS in sestri z nHH ter v heterozigotni obliki pri asimptomatskem bratu (76). 

Navedena sprememba je pri homozigotnih bolnikih povzročila nastanek krajšega, 

nefunkcionalnega proteina PROK2 ali razgradnjo mRNA, zaradi česar ni prišlo do 

aktivacije sistema PROK2/PROKR2. V študiji so zaključili, da je homozigotna sprememba 

c.163delA pri bolnikih vzrok za nastanek prirojenega HH z ali brez anozmije. Poudarili so, 

da je za nastanek bolezni dovolj heterozigotna oblika vzročne spremembe gena PROK2 le 

ob še eni ali več prisotnih vzročnih spremembah v drugih genih (digensko ali oligogensko 

dedovanje) (76).  

Domnevamo, da je pri preiskovancu A heterozigotna genetska sprememba, ki je povzročila 

prezgodnjo uvedbo STOP kodona, povzročila nastanek okrnjenega proteina. Ta ni aktiviral 
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sistema PROK2/PROKR2 in posledično se olfaktorni bulbusi niso normalno razvili, kar je 

vplivalo tudi na moten razvoj in migracijo GnRH-nevronov. Vse to je verjetno vzrok za 

klinično sliko KS pri preiskovancu A. Potrebno bi bilo preveriti, ali ima preiskovanec 

sorodnike s podobno klinično sliko. V tem primeru bi lahko analizirali prisotnost 

opredeljene spremembe pri obolelem sorodniku. Seveda pa ne moremo izključiti možnosti 

obstoja dodatnih vzročnih sprememb v genih, ki jih v naši raziskavi nismo analizirali. Zato 

bi lahko pri preiskovancu izvedli dodatno analizo celotnega eksoma. To bi omogočilo 

opredelitev sprememb v genih, za katere trenutno še ne vemo, da so vpleteni v patologijo 

prirojenega HH. 

 

5.2.2 GEN FGFR1 
 

Gen FGFR1 se nahaja na dolgi ročici kromosoma 8 (8p11.2) in nosi zapis za receptor 

fibroblastnega rastnega faktorja 1 (angl. Fibroblast growth factor receptor 1 - FGFR1) 

(32). Ta sodeluje pri razvoju olfaktornih bulbusov in migraciji GnRH-nevronov (78, 79). 

Preiskovanci zbolijo že ob enem okvarjenem alelu gena FGFR1 (AD dedovanje) (31). 

Genetske spremembe v tem genu se pojavljajo pri približno 10 % bolnikov s prirojenim 

HH z ali brez anozmije (80). Trenutno je v bazi HGMD (57) v genu FGFR1 zabeleženih 

197 sprememb, od tega jih je 140 opisanih pri bolnikih s KS, 18 pa pri bolnikih z nHH. 

Večina med njimi (146) je točkovnih nesmiselnih ali drugačnosmiselnih sprememb.  

 

5.2.2.1 Genetska sprememba p.Trp66Arg (p.Trp99Arg) 
 

V eksonu 4 gena FGFR1 smo pri preiskovanki K s klinično diagnozo KS v heterozigotni 

obliki opredelili genetsko spremembo c.196T>C (c.295T>C), ki na mestu 66 zamenja 

aminokislino triptofan v arginin (p.Trp66Arg, p.Trp99Arg). Sprememba še ni zavedena v 

bazah ClinVar (71), HGMD (57) ali dbSNP (58). In silico metodi SIFT in PolyPhen sta 

predvidevali, da je opredeljena sprememba patološka. 

Genetska sprememba pri preiskovanki najverjetneje povzroči nastanek škodljivega 

nefunkcionalnega proteina, kar bi lahko bilo vzrok za razvoj njene klinične slike. 



Obreza, T. Genetska analiza prirojenega hipogonadotropnega hipogonadizma s sekvenciranjem naslednje 

generacije. Magistrska naloga. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Laboratorijska biomedicina, 

2015 

 

46 
 

Domnevamo, da je mutiran alel gena FGFR1 podedovala po očetu, saj tudi on kaže 

klinične znake KS. Oče je imel pozno puberteto, ima anozmijo in zmanjšano poraščenost 

po celem telesu. Pri preiskovančevem očetu in ostalih obolelih sorodnikih bi bilo 

priporočljivo opraviti usmerjene genetske preiskave povezane z razvojem prirojenega HH, 

kjer bi določili prisotnost mutacije, ki smo jo opredelili pri preiskovanki K.  

 

5.2.3 GEN CHD7 
 

Gen CHD7 se nahaja na kratki ročici kromosoma 8 (8q12) in kodira DNA vezni protein 

helikazne kromodomene 7 (angl. Chromodomain helicase DNA binding protein 7, CHD7) 

(32). Heterozigotne spremembe v genu CHD7 so bile opredeljene pri več kot 60 % 

bolnikov s sindromom CHARGE (81). To je več sistemska AD ali sporadična motnja pri 

kateri se pojavljajo klinični znaki, kot so majhna očesna šarenica (coloboma), srčne 

napake, atrezija hoan (malformacija zadnjega dela nosne votline), zaostalost v rasti in 

razvoju, hipogonadizem in nepravilnosti v razvoju ušes (82). Vzročne spremembe v CHD7 

se pojavljajo tudi pri 5-10 % heterozigotnih bolnikov s HH z ali brez anozmije (22). 

Protein CHD7 sodeluje pri razvoju olfaktornih bulbusov in migraciji GnRH-nevronov. V 

genu CHD7 je v bazi HGMD (57) trenutno opisanih kar 699 sprememb, od tega 615 pri 

bolnikih s sindromom CHARGE, 48 pri bolnikih s KS in 5 pri bolnikih z nHH. Večina 

med njimi (301) je točkovnih nesmiselnih in drugačnosmiselnih sprememb.  

 

5.2.3.1 Genetska sprememba p.Tyr1920Cys 
 

Tudi pri preiskovancu L s klinično diagnozo KS smo v eksonu 29 gena CHD7 opredelili 

genetsko spremembo c.5759A>G, ki še ni opisana v ClinVar (71), HGMD (57) ali dbSNP 

(58). Heterozigotna sprememba na mestu 1920 spremeni aminokislino tirozin v cistein 

(p.Tyr1920Cys). In silico metodi (SIFT, PolyPhen) sta predvidevali, da je opredeljena 

sprememba patološka. 

Preiskovanec ima izražene reproduktivne motnje, ki so značilne za HH. To so nepopoln 

pubertetni razvoj, ginekomastija, višina glasu ostaja pri 16-ih letih še vedno visoka, 
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zmanjšan volumen testisov in debelost. Poleg navedenega je prisotna tudi anozmija, 

hipertelorizem, dolge okončine, težave z učenjem in bimanualna sinkinezija. Najverjetneje 

je pri preiskovancu sprememba c.5759A>G v genu CHD7 vzrok za nastanek značilne 

klinične slike KS. Kljub temu, da družinski člani normalno zaznavajo vonj, bi bilo tudi pri 

njih priporočeno opraviti usmerjeno genetsko analizo. 

 

5.2.4 GEN PROKR2  
 

Gen PROKR2 se nahaja na kratki ročici kromosoma 20 (20p12.3) in kodira receptor za 

prokineticin (angl. Prokineticin receptor 2, PROKR2). Sistem PROK2/PROKR2 sodeluje 

pri razvoju olfaktornih bulbusov in spolnem dozorevanju (73). V PROKR2 je v bazi 

HGMD (57) trenutno opisanih 45 sprememb, od tega 30 pri bolnikih s KS in ena pri 

bolniku z nHH. Genetske spremembe se v homozigotni ali heterozigotni obliki v genu 

PROKR2 pojavljajo pri manj kot 10 % bolnikov s HH z ali brez anozmije (74-77).  

 

5.2.4.1 Genetska sprememba p.Arg85Leu 
 

V eksonu 1 gena PROKR2 smo pri preiskovancu H opredelili znano heterozigotno 

spremembo c.254G>T, ki na mestu 85 spremeni arginin v levcin (p.Arg85Leu). Ta je že 

bila opisana pri bolnikih s prirojenim HH v homozigotni ali heterozigotni obliki (83, 84). V 

bazi HGMD (57) je zapisana s CM kodo CM100860. Opredeljena sprememba je pri 

preiskovancu najverjetneje vzrok za njegovo klinično sliko. Pri obolelih družinskih članih 

bi bilo potrebno opraviti genetsko svetovanje in opredeliti segregacijo sprememb. 

 

5.2.5 GEN GNRHR 
 

GNRHR je lociran na kratki ročici kromosoma 4 (4q13.2). Slednji je nosilec informacij 

receptorja za gonadotropin sproščujoči hormon (angl. Gonadotropin releasing hormone 

receptor, GNRHR). GNRHR se nahajajo na površini celic adenohipofize, preko katerih se 

uravnava izločanje LH in FSH iz hipofize. Večina genetskih sprememb v genu GNRHR 
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vodi v zmanjšano ali odsotno vezavno aktivnost GnRH, zaradi česar so gonadotropini in 

spolni hormoni zmanjšani ali jih sploh ni (32). V genu GNRHR je v bazi HGMD (57) 

opisanih 49 sprememb, od tega 44 pri bolnikih z nHH in le dve pri bolnikih s KS. Večina 

sprememb (41) je točkovnih nesmiselnih in drugačnosmiselnih sprememb. Spremembe v 

GNRHR se pojavljajo pri 16 – 40 % bolnikov s prirojenim HH z normalnim občutkom za 

vonj (15, 85).  

 

5.2.5.1 Sestavljen heterozigot za genetski spremembi 
p.Arg139His in p.Ala171Thr 
 

Pri preiskovancu B smo v eksonu 1 gena GNRHR opredelili dve heterozigotni spremembi. 

Prva sprememba c.416G>A na mestu 139 spremeni aminokislino arginin v histidin 

(p.Arg139His), druga sprememba c.511G>A povzroči na mestu 171 zamenjavo alanina s 

treoninom (p.Ala171Thr). Obe sta že bili opisani v HGMD (57) (CM012141, CM030883) 

in sicer obe pri bolnikih s prirojenim HH.  

V literaturi sta navedeni genetski spremembi opisani pri homozigotnih bolnikih in pri 

sestavljenih heterozigotih s prirojenim HH z normalnim občutkom za vonj (15, 85). Po do 

sedaj objavljenih podatkih še ni bil opisan bolnik s prirojenim HH, ki bi bil sestavljeni 

heterozigot za obe v naši raziskavi opredeljeni genetski spremembi. Pri bolniku sta 

spremembi tako vzrok za klinično sliko prirojenega HH le, če se dedujeta na različnih 

alelih. Zaradi tega je potrebno opredeliti segregacijo obeh sprememb v družini.  

 

5.2.5.2 Genetska sprememba p.Gln106Arg 
 

Pri preiskovancu F smo v eksonu 1 gena GNRHR v heterozigotni obliki opredelili genetsko 

spremembo c.317A>G, ki povzroči spremembo aminokisline glutamin v arginin na mestu 

106 (p.Gln106Arg). Sprememba je bila opisana le v obliki različnih sestavljenih 

heterozigotov pri bolnikih z raznoliko klinično sliko, značilno za nHH (86-89). V bazo 

HGMD (57) je zapisana s kodo CM970686 pri bolnikih s prirojenim HH, v ClinVar (71) 

pa je zabeležena kot patogena in vzročno povezana z razvojem prirojenega HH z ali brez 

anozmije.  
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Pri preiskovancu opredeljena sprememba samostojno ne more popolnoma pojasniti 

njegove klinične slike, saj smo to spremembo opredelili le na enem alelu gena GNRHR. 

Potrebno bi bilo preveriti prisotnost opredeljene spremembe pri ostalih obolelih 

sorodnikih. Ne izključujemo pa tudi možnosti, da obstajajo dodatne vzročne spremembe 

genov, ki jih v raziskavi nismo analizirali. Analiza celotnega eksoma bi omogočila 

opredelitev sprememb v genih, za katere do danes še ne vemo, da so vpleteni v razvoj 

prirojenega HH z ali brez anozmije. 

 

5.3 PREDNOSTI IN SLABOSTI TEHNIK NGS V 
PRIMERJAVI S SEKVENCIRANJEM PO 
SANGERJU 
 

Prve tehnike določanja nukleotidnega zaporedja naslednje generacije so se na trgu pojavile 

pred desetimi leti (leta 2005). Tehnologija temelji na hkratni določitvi nukleotidnega 

zaporedja velike količine (več milijonov) odsekov DNA, ki so prostorsko ločeni in 

imobilizirani na trden nosilec (pretočno celico, kroglice). Pri določanju nukleotidnega 

zaporedja z NGS metodami se porabi manjša količina reagentov, proces pridobivanja 

genetske informacije je hitrejši in cenejši v primerjavi s sekvenciranjem po Sangerju. Poleg 

navedenega je prednost NGS metod tudi pridobitev večje količine podatkov v enem 

eksperimentu (večja pretočnost (angl. Throughput)), kar je delno posledica razvoja 

zmogljivejših bioinformatskih programskih orodij za obdelavo velike količine pridobljenih 

podatkov (45, 47, 50). Trenutno Illumina ponuja najzmogljivejše aparature (HiSeq X Ten, 

Illumina, San Diego, CA, ZDA) in platforme, s katerimi se doseže največji pretok 

pridobivanja genetskih informacij (do 1.8 Tb sekvenc na eksperiment) za nizko ceno na 

določen nukleotid (48, 49). 

Poleg zahtevnejše obdelave podatkov ima tehnologija NGS v primerjavi s sekvenciranjem 

po Sangerju še vedno nekaj omejitev, kot so krajša bralna dolžina in manjšo točnost 

določitve nukleotidnega zaporedja. Vendar se vpliv teh omejitev učinkovito zmanjšuje z 

veliko količino hkratnih odčitkov in obojestranskim branjem nukleotidnega zaporedja 

odsekov DNA (smerno in protismerno) (45, 47, 48, 50). 
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Pristop NGS omogoča pri bolnikih s prirojenim HH z ali brez anozmije občutno hitrejšo 

opredelitev vzročnih genetskih sprememb. S pristopom NGS namreč lahko analiziramo 

naenkrat 24 genov (239 eksonov), povezanih z razvojem prirojenega HH, s sekvenciranjem 

po Sangerju pa bi analizirali posamezne kodirajoče odseke vsakega gena, kar bi bistveno 

podaljšalo čas analize. Pristop NGS za bolnika s prirojenim HH z ali brez anozmije 

pomeni, da v krajšem času pridobimo več genetskih informacij in s tem povečamo 

verjetnost za hitrejšo dokončno postavitev diagnoze. V naši skupini bolnikov smo to 

dosegli pri kar polovici preiskovancev, kar sovpada z opisanimi podatki (27). V raziskavah 

(68, 70), kjer so za določanje nukleotidnega zaporedja uporabili le sekvenciranje po 

Sangerju, so uspeli opredeliti genetske spremembe pri manj kot 30 % preiskovancev s 

klinično diagnozo HH, kar je manj kot v naši raziskavi. Vse navedeno kaže, da je za 

opredelitev genetskega ozadja bolnikov s prirojenim HH z ali brez anozmije pristop NGS 

boljša izbira kot samostojna uporaba sekvenciranja po Sangerju, zato ga bo NGS verjetno v 

bodoče v celoti nadomestil.  
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6 SKLEP 
 

Na osnovi rezultatov naše raziskave lahko zaključimo: 

• Za vsakega od 12-ih preiskovancev s klinično diagnozo HH smo pripravili 

knjižnico DNA in s pristopom NGS analizirali kodirajoče regije ter eksonsko - 

intronske meje 24 genov, povezanih z razvojem prirojenega HH z ali brez 

anozmije. 

• Pri polovici preiskovancev smo z NGS prepoznali šest heterozigotnih sprememb, 

eno delecijo in pet sprememb s spremenjenim pomenom, med katerimi jih je 

polovica že opisanih v bazi HGMD. Vzročne spremembe, ki še niso opisane v bazi 

HGMD, smo prepoznali v genu PROK2 (c.171_172delTT, p.Ile57MetfsTer17), 

genu FGFR1 (c.295T>C, p.Trp99Arg) in v genu CHD7 (c.5759A>G, 

p.Tyr1920Cys). In silico metodi (Sift, PolyPhen) pa sta predvideli, da naj bi bile 

vse navedene genetske spremembe patološke. 

• Kodirajočim predelom genov PROK2, GNRHR, PROKR2, FGFR1, CHD7, kjer 

smo s pristopom NGS opredelili vzročne spremembe, smo naknadno s Sangerjem 

določili nukleotidno zaporedje in s tem potrdili vse prepoznane spremembe. 

• Pri enem preiskovancu smo s potrditveno metodo v istem eksonu gena GNRHR 

prepoznali dodatno vzročno spremembo. 

• Pri treh preiskovancih je bila horizontalna pokritost manjša ali enaka 30, zato smo 

NGS ponovili, rezultate obeh analiz združili in podatke ponovno analizirali. 

• Šestim preiskovancem, ki jim s pristopom NGS nismo opredelili vzročnih 

sprememb v 24 genih, ki so povezani z razvojem prirojenega HH z ali brez 

anozmije, smo s spletnim orodjem Galaxy preverili vertikalno pokritost tarčnih 

odsekov. Prvima eksonoma gena PROK2 in gena NSMF,  ki sta bila izredno slabo 

pokrita (< 10-krat), smo naknadno s Sangerjem določili nukleotidno zaporedje. V 

teh predelih nismo opredelili dodatnih vzročnih genetskih sprememb. 

• Pri polovici preiskovancev smo uspeli opredeliti genetsko ozadje prirojenega HH z 

ali brez anozmije. Rezultati genetske analize so bili osnova za dokončno potrditev 

klinične diagnoze HH.  
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Z raziskavo smo potrdili vse zastavljene hipoteze. S pristopom NGS in potrditvenim 

sekvenciranjem po Sangerju je mogoče učinkovito opredeliti genetsko ozadje prirojenega 

HH z ali brez anozmije, saj je bil delež preiskovancev, pri katerih smo prepoznali vzročne 

spremembe, primerljiv s podatki iz literature. Z navedenim pristopom smo pri bolnikih s 

klinično diagnozo HH prepoznali poleg že opisanih genetskih sprememb v bazi HGMD 

tudi do sedaj še ne opisane vzročne spremembe, ki predstavljajo kar 43 % (3/7) vseh 

opredeljenih sprememb v naši raziskavi. S tem odpiramo vrata nadaljnjim funkcijskim 

študijam, ki bodo pojasnile natančnejši pomen teh sprememb in njihov vpliv na razvoj 

prirojenega HH z ali brez anozmije. 
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8 PRILOGA 
 

Priloga 1: Genetske spremembe opredeljene s potrditvenim sekvenciranjem po Sangerju. 

Nukleotidi na elektroferogramu so prikazani z različnimi barvami, rdeči vrhovi 

predstavljajo timin (T), zeleni adenin (A), črni gvanin (G) in modri citozin (C). 

 

A) Heterozigotna nukleotidna sprememba NM_001126128.1:c.171_172delTT v genu 

PROK2, opredeljena pri preiskovancu A. 

 

 
 

 

B) Heterozigotna nukleotidna sprememba NM_000406.2:c.416G>A v genu GNRHR, 

opredeljena pri preiskovancu B. 
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C) Heterozigotna nukleotidna sprememba NM_000406.2:c.511G>A v genu GNRHR, prav 

tako opredeljena pri preiskovancu B. 

 

 
 

 

D) Heterozigotna nukleotidna sprememba NM_000406.2:c.317A>G v genu GNRHR, 

opredeljena pri preiskovancu F. 

 

 
 

 

E) Heterozigotna nukleotidna sprememba NM_144773.2:c.254G>T v genu PROKR2, 

opredeljena pri preiskovancu H. 
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F) Heterozigotna nukleotidna sprememba NM_023110.2:c.196T>C v genu FGFR1, 

opredeljena pri preiskovanki K. 

 

 
 

 

G) Heterozigotna nukleotidna sprememba NM_017780.3:c.5759A>G v genu CHD7, 

opredeljena pri preiskovancu L. 
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