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Predgovor 

Znanstveni svetnik dr. Srdjan Novaković 

Leta 2005 je bil na Onkološkem inštitutu Ljubljana ustanovljen Oddelek za molekularno 
diagnostiko na pobudo znan. svet. dr. Srdjana Novakovića, univ. dipl. biol., spec. lab. med. 
gen., ki ga od ustanovitve tudi vodi. Oddelek za molekularno diagnostiko je v 20-letnem 
obdobju postal osrednji laboratorij v Sloveniji za testiranje posameznikov z večjo 
ogroženostjo za dedne oblike raka ter vodilni laboratorij za molekularno genetsko 
testiranje številnih vrst tumorjev pri bolnikih z rakom. Med testiranimi vrstami raka so 
rak debelega črevesa in danke, dojk, jajčnikov, melanom, limfomi, rak prostate, trebušne 
slinavke, ledvic, ščitnice in drugi raki. Pomemben del rutinskega dela oddelka je tudi 
opredeljevanje farmakogenomskih sprememb, ki napovedujejo dinamiko presnavljanja 
določenih zdravil, ki se uporabljajo pri zdravljenju raka in imajo lahko pri posameznikih 
z določenimi genskimi spremembami hude neželene učinke. Na testiranje na Oddelek za 
molekularno diagnostiko lahko svoje bolnike napotujejo zdravniki iz celotne Slovenije. 

Zaradi novih dognanj na področju raka potrebe po molekularni diagnostiki v onkologiji 
skokovito naraščajo, kar se odraža v povečanju števila prejetih vzorcev in v širjenju 
spektra ter kompleksnosti analiz in označevalcev (Slika 1). Z metodami molekularne 
diagnostike določamo spremembe v posameznih genih ali v številnih genih hkrati, z 
uporabo večgenskih panelov, ki lahko vključujejo analizo tudi več kot 500 genov. 

Slika 1. Število vzorcev prejetih na Oddelku za molekularno diagnostiko v letih 2014 do 2024. 

 

 

Spremembe določamo v DNK in/ali RNK, izoliranih iz različnih vrst vzorcev, odvisno od 
namena testiranja. Te spremembe služijo kot biološki označevalci za napovedovanje 
ogroženosti za razvoj raka, kot prognostični označevalci za predvidevanje poteka/izhoda 
bolezni, kot napovedni/prediktivni označevalci za načrtovanje bolniku prilagojenega 
zdravljenja ali kot klasični diagnostični označevalci za natančnejšo opredelitev tumorja. 
Poleg klasičnih mutacij, lahko kot prognostične in napovedne označevalce za načrtovanje 
zdravljenja opredeljujemo tudi druge spremembe, kot je npr. metilacijski status 
promotorskih regij izbranih genov, mikrosatelitska nestabilnost (MSI), breme mutacij v 
tumorju (TMB) ali okvare delovanja homologne rekombinacije (HRD).  
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Poleg rutinske diagnostike oddelek izvaja raziskovalno delo v okviru raziskovalnih 
programov na Onkološkem inštitutu Ljubljana (predvsem raziskovalnega programa P3-
0352). Raziskovalno delo oddelka je pomemben del številnih doktorskih raziskav in 
zaključnih nalog različnih raziskovalcev, zaposlenih na Onkološkem inštitutu Ljubljana ali 
v drugih zdravstvenih zavodih. Prioriteta raziskovalnega dela so aplikativne študije, ki 
omogočajo prenos znanja v rutinsko prakso. Na Sliki 2 so povzetki bibliografskih 
podatkov zaposlenih na Oddelku za molekularno diagnostiko v obdobju od 2005 do 2024. 
Med temi bibliografskimi podatki niso zajete doktorske naloge doktorandov iz drugih 
enot, pri katerih so sodelovali zaposleni oddelka za molekularno diagnostiko.  

Slika 2. Število reprezentativnih bibliografskih enot zaposlenih na Oddelku za molekularno 
diagnostiko za obdobje 2005–2025. Skupaj je bilo 490 objav: 148 znanstvenih in strokovnih 
člankov, 225 prispevkov na konferencah, 22 monografij in poglavij v monografijah, 15 doktorskih 
disertacij, magistrskih del in diplomskih del, 60 del sekundarnega avtorstva ter 20 drugih del 
(vključno z intervjuji, kritikami in komentarji). 

 

Zaposleni na oddelku so aktivni tudi pri pedagoškem delu, ki vključuje sodelovanje na 
različnih šolah s področja onkologije in v dodiplomskem programu Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani pri predavanjih in vajah za študente medicine s področja onkologije. 

Oddelek za molekularno diagnostiko na Onkološkem inštitutu Ljubljana se po zahtevnosti 
in kakovosti preiskav uvršča med vodilne centre na svetu, na kar smo v Sloveniji lahko 
izjemno ponosni. Slovenskim bolnikom z rakom je tako omogočeno opravljanje 
molekularno genetskih preiskav v isti državi in pogosto v isti ustanovi, kjer poteka njihovo 
zdravljenje. Pomemben korak naprej predstavlja tudi dogovor z Zavodom za zdravstveno 
zavarovanje Slovenije o financiranju teh storitev, kar bolnikom zagotavlja dostopno in 
visokokakovostno diagnostiko ter bolniku prilagojeno zdravljenje s tarčnimi zdravili v 
skladu z najsodobnejšimi mednarodnimi smernicami in brez dodatnih stroškov za 
bolnike. 
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Kratek pregled nastanka Oddelka za 
molekularno diagnostiko 
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Programska usmeritev Oddelka za 
molekularno diagnostiko

-raziskovalni oddelek:

•

• raziskovalno delo v molekularni in tumorski
biologiji

•
•
•

•

Diagnostika
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Od spodaj navzgor:
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Vloga Molekularne diagnostike v onkologiji in pregled 
dela na Oddelku za molekularno diagnostiko 

1. Ocena 
tveganja, da 

oseba zboli za 
rakom

3. Prognoza 
bolezni

4. Napoved 
odgovora na 
zdravljenje

5. Napoved 
presnavljanja 

zdravil

6. Spremljanje 
odgovora na 
zdravljenje 

7. Zgodnje 
odkrivanje 
ponovitve 

bolezni VLOGA 
MOLEKULARNE 
DIAGNOSTIKE 
V ONKOLOGIJI

2. Diferencialna 
diagnoza
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Število vzorcev prejetih na Oddelku za molekularno diagnostiko v letih 2014 do 2024
  

LETO št. 
vzorcev

Odstotek 
glede na 

prejšnje leto
2007 259 /
2008 313 120
2009 603 192
2010 812 134
2011 896 110
2012 976 109
2013 1070 110
2014 1362 127
2015 1467 108
2016 2064 141
2017 2036 99
2018 2227 109
2019 2978 134
2020 3500 117
2021 5084 145
2022 5233 103
2023 5872 112
2024 6662 113

Število vzorcev prejetih na 
Oddelku za molekularno 
diagnostiko v letih 2007 do 2024 agnostiko v letih 2014 do 2024

ZUNANJA KONTROLA KAKOVOSTI
Kontrole za germinalne spremembe

1 - germline
2 - germline
3 - germline
4 - germline
5 GenQA - germline
6 - - germline

Kontrole za genotipizacijo tumorjev
7 - somatic
8

9 - somatic
10 - somatic
11 - somatic
12 - somatic
13 - somatic
14 PARPi - somatic
15

16 - somatic
17 - - somatic
18 GenQA - somatic
19 - somatic
20 - somatic
21 GenQA - somatic
22 - somatic
23 - somatic
24 GenQA - somatic
25 GenQA - somatic
26 GenQA - somatic
27 -

Kontrole za farmakogenetiko
28 GenQA -
29
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Število reprezentativnih bibliografskih enot zaposlenih v Oddelku za molekularno diagnostiko za obdobje 2005–2025  
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Uvajanje genetskega svetovanja
in testiranja na OIL – zgodba

princeske

Marko 
Onkološki inštitut
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s : 
, 

P3-0352

• Raziskovalne in organizacijske aktivnosti usmerjene v 
oblikovanje, posodabljanje in uvajanje onkološko genetske 
dejavnosti na nacionalni ravni

• Hiter prenos novosti v rutino

• Znanstveno –

• Program od leta 2009

•
dejavnost od leta 2008

pred tem v sodelovanju z Vrije Universiteit Brussel

•

• Nacionalni register dednih rakov v okviru RR od 
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•

• NGS 
multigensko testiranje in 

2022
• Vzpostavitev novih timov

• MDT za redke dedne sindrome
• MDT za redke rake

• Vpeljava novega profila - Genomske svetovalke
– diplomirane medicinske sestre s specialnimi znanji in kompetencami
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• o:
–
–
–

–

2000 – 2023: 13,380 testiranih posameznikov

PV/LPV pri 3,368 iz 1,858 

Predstavlja 25% vseh testiranih posameznikov

Skupaj odkritih 3438 PV , 
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2624
85%

217
7%

43
1%

205
7%

Odkriti sindromi dednih rakov 2000 - 2022

Sindom Lynch in polipoze
Nevrofibromatoze in švanomatoze

Glede na oceno frekvenc PV v Slovenski populaciji smo 
odkrili :

16.8% vseh BRCA1/2 PV

2.7% bolnikov z Lynch sindromom

• GenoMEL

• IMPACT study
mednarodna raziskava presejanja za raka prostate pri nosilcih PV vgenih  

• ERN GENTURIS network
European Reference Network on Genetic tumour risk syndromes

• MERGE:
A consortium for male breast cancer genetics

• Mednarodne kontrole kakovosti dela za dedne 

(EMQN, EQA, RCPA QAP schemes) 25
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• 25,1%) RRM (literature 5-50%)

• reconstructive procedure
– implant based utologous
– 2013: 70% SSM, 30% NSM
– 2019: 60% NSM

Proportion Age (years) Time to procedure
(months)

RRM only
RRM + RRSO 8.7

25,1%) RRM (
ProProProProProProProporporporporporporporporportiotioioioioitioiioiooioiotiotititioioo

reconstructive prp ocedure
pp

– 2013: 70% SSM, 30% NSM
– 2019: 60% % NSM

• .7%) okultnih rakov
– 2 BRCA 2

• novih rakov pri operiranih
• Samo nadzor: 259 

– z povezanimi raki
• invazivnih rakov dojk
• DCIS
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(p=0,009)

Center za bolezni dojk za nosilce mutacij
„CBD gen“

• Leta 2022,
822 oseb vsaj enkrat na kontroli
(nekateri tudi 2x)

•

• -89)
Analysis done by Simona Hotujec and assist. prof. Mateja 
Krajc
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testiranj in 

Analysis done by Simona Hotujec and assist. prof. Mateja 
Krajc

Analysis done by Simona Hotujec and assist. prof. Mateja 
Krajc
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2. Z uporabo nove tehnologije (next generation sequencing
kljub visoki verjetnosti za dedne oblike raka v preteklem obdobju s sekvenciranjem po 
Sangerju 

genetike (t.i. »mainstream genetics«)

priprava prilagojenih smernic ukrepov in uvedbo v vsakodnevno delo v Sloveniji
 

Sloveniji.
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PPot vzorca v Oddelku za 

molekularno diagnostiko 

Simona Traven
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VVPIS PODATKOV V BIRPIS

IIZOLACIJA DNA IN/ALI RNA – PRIPRAVA DELOVNE LISTE V LABISu
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IIZOLACIJA DNA IN/ALI RNA IZ KRVI IN TKIVNIH VZORCEV (FFPE)

• izolacija na koloni
• izolacija na magnetne kroglice

IIZOLACIJA CELOKUPNIH NUKLEINSKIH KISLIN –
tNA IZ TEKOČINSKIH BIOPSIJ (KRI)

Trenutno za študijske namene: genotipizacija,,  odkrivanje zgodnjega progresa 
raka, spremljanje učinka zdravljenja

• kri odvzeta v epruvete z dodatkom stabilizacijske tekočine,
• ki ohranijo krožečo tumorsko DNA (cfDNA) in krožeče tumorske 

celice (CTC)
• odvzeto kri lahko hranimo na sobni temperaturi do 7 dni

izolacija plazme na magnetne kroglice

MMERJENJE KONCENTRACIJE DNA / RNA

• Koncentracijo DNA in RNA merimo fluorimetrično, kar pomeni da izmerimo DNA, 

ki se je specifično vezala s fluorescenčnim barvilom

• Aparat Qubit
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IIZVEDBA PREISKAVE GLEDE NA NAPOTITEV 

• RT PCR – DPYD, UGT1A1, POLE

• Sekvenciranje po Sangerju

• NGS – genotipizacija dednih ali tumorskih sprememb

• MLPA ali MS MLPA

• MSI – določanje stabilnosti tumorja v primerjavi z netumorskim vzorcem

• KLONALNOST pri limfomih

• TRANSLOKACIJA pri limfomih

PPRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu

Spremljanje:

• porabe reagentov

• faze obdelave vzorca

• obračun vzorca 

PPRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu
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PPRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu
NGS dedne knjižnice

• NGS – priprava knjižnic za dedne rake 24 vzorcev na zagon

• Potrebujemo natančno umerjeno DNA

• Postopek izdelave knjižnice traja 3 dni – natančno in 
zahtevno delo

• Za razlikovanje vzorcev uporabljamo različne indekse -
indeksiranje vzorcev za identifikacijo

• Natančna kvantifikacija knjižnic na koncu postopka

• Sekvenciranje traja 26 ur ter analiza na aparatu 6 ur

• Analiza posameznega vzorca

PPRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu
NGS za tumorske vzorce

• NGS – priprava knjižnic za tumorske vzorce ali cfTNA

• Potrebujemo natančno umerjeno DNA/RNA v zadostni 
količini in kvaliteti

• Postopek izdelave knjižnice traja do 3 dni – natančno in 
zahtevno delo

• Za razlikovanje vzorcev uporabljamo različne indekse -
indeksiranje vzorcev za identifikacijo

• Natančna kvantifikacija knjižnic na koncu postopka

• Sekvenciranje na aparatu 28 ur ter analiza na aparatu 12 ur

• Analiza posameznega vzorca

VVSAKEMU VZORCU SLEDI IZDELAVA IZVIDA
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HHRAMBA VZORCEV – TRAJNA ALI DOLOČEN ČAS

4-8o C - vzorci za izolacijo, izolirana DNA
-20o C - izolirana DNA
-80o C - izolirana RNA in kri za namene testiranja
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Genetski sindromi, ki vključujejo 
dedne rake 

Mateja Krajc
ODDELEK ZA ONKOLOŠKO KLINIČNO GENETIKO

11.4.2025

20 let Oddelka za molekularno diagnostiko, Onkološki inštitut Ljubljana

PPrimer obremenitve z raki v družini

25 let, zdrava, v družini več sorodnikov zbolelo za rakom

Rak – bolezen genoma

● Mehanizem nastanka raka - posledica sprememb v DNA zapisu

● Rakave celice lahko nosijo stotine ali tisoče genetskih sprememb, ki nam veliko 
povedo o vzrokih za nastanek in nadaljnji razvoj bolezni

● Aktivacija onkogenov, inaktivacija tumor supresorskih genov ter genov, ki 
kodirajo za proteine, ki sodelujejo pri popravljanju DNA

● Večina rakavih bolezni je posledica pridobljenih, somatskih okvar – gre za t.i. 
nededne, populacijske rake

● Nekateri bolniki zbolevajo za rakom zaradi kombinacije zarodnih in pridobljenih 
okvar – gre za t.i. dedne rake

www.onko-i.si/fileadmin/onko/datoteke/Strokovna_knjiznica/publikacije_za_bolnike/Dedni_rak_dojk_jajcnikov_2017.pdf38



Zarodne in somatske okvare DNA

BAP1 germline mutations A new Cutaneous 
Nevus Melanoma Syndrome. Thomas Wiesner

https://gorlingroup.org/autosomal-dominant-inheritance/

KDAJ POMISLIMO NA PRISOTNOST DEDNEGA 
SINDROMA

• Več posameznikov po isti krvni veji je zbolelo za istim rakom in/ali raki, ki se pojavljajo v sklopu določenega dednega 
sindroma (npr: rak dojk/jajčnikov)

• Diagnoza postavljena 10 – 20 let prej, kot velja za splošno populacijo

• Več primarnih tumorjev

• Redki raki (npr. rak dojk pri moškem)

• Nemaligne manifestacije (npr. kožne spremembe)

• Histološke karakteristike (npr. moduarni rak dojk)

• Molekularne spremembe (npr. MSI, IHK na MMR beljakovine)

• KDAJ PA POZABIMO?
www.onko-i.si/fileadmin/onko/datoteke/Strokovna_knjiznica/publikacije_za_bolnike/Dedni_rak_dojk_jajcnikov_2017.pdf

www.onko-i.si/za-bolnike/podporno-zdravljenje/genetsko-svetovanje
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NAPOTITVE

• GENETSKO SVETOVANJE
• MULTIDISCIPLINARNA OBRAVNAVA
• TESTIRANJE
• FOLLOW – UP/PRESEJANJE
• PSIHOLOŠKA OBRAVNAVA
• PGD
• PROFILAKTIČNE OPERACIJE/TARČNO ZDRAVLJENJE

• ONKOLOGI
• GINEKOLOGI
• DRUŽINSKI ZDRAVNIKI
• DRUGI SPECIALISTI
• CBDji

OIL – proces dela

KLINIČNA POT http://www.onko-i.si/fileadmin/_migrated/content_uploads/Svetovanje_in_testiranje_za_dedni_rak_dojk_in_ali_jajcnikov.pdf

NAMEN GENETSKEGA SVETOVANJA IN TESTIRANJA

NAČRTOVANJE PERSONALIZIRANIH 
PREVENTIVNIH UKREPOV

KLASIČNA KLINIČNA POT

NAČRTOVANJE PERSONALIZIRANEGA 
TARČNEGA ZDRAVLJENJA

HITRA KLINIČNA POT

3 KLINIČNE POTI

www.onko-i.-si

1. identifikacija posameznika z večjo ogroženostjo 
  
    MDT
2. genetsko svetovanje pred testiranjem
3. Podpis soglasja

4. testiranje
    MDT
5. svetovanje ob posredovanju rezultata

6. sledenje, presejanje, preventivne operacije, klinični psiholog

KLINIČNA POT – VEČSTOPENJSKI 
PROCES Možnostiv SLO:

1. Klasična KP preko kliničnega genetika
2. Hitra klinična pot/mainstreaming
3. Genomski svetovalec
4. Tumorsko testiranje – napotitev glede 
na izvid in anamnezo

KLINIČNA POT http://www.onko-i.si/fileadmin/_migrated/content_uploads/Svetovanje_in_testiranje_za_dedni_rak_dojk_in_ali_jajcnikov.pdf40
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RAZDELITEV  - ERN GENTURIS
Sindromi z dedno predispozicijo za razvoj tumorjev in geni, povezani z njimi

Tematski sklop sindromov Sindrom Izbran panel genov

1. Nevrofibromatoza Nevrofibromatoza tipa 1 NF1
Z NF2 povezana švanomatoza NF2
Z NF2 nepovezana švanomatoza SMARCB1, LTZR1

2. Sindrom Lynch & Polipoze Sindrom Lynch MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM

Družinska adenomatozna polipoza APC, MUTYH, POLE, POLD1, NTHL1, MSH3

Hamartomska polipoza SMAD4, BMPR1A (juvenilna polipoza), STK11

3. Sindrom dednega raka dojk in/ali
jajčnikov

Rak dojk BRCA1, BRCA2, PTEN, STK11, TP53, ATM,
PALB2, CHEK2, CDH1

Rak jajčnikov (epitelijski rak jajčnikov) BRCA1, BRCA2, RAD51C, RAD51D, BRIP1,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PALB2, EPCAM

4. Drugi redki dedni sindromi PTEN hemartomski tumor sindrom
(PHTS) – sindrom Cowden

PTEN

Li-Fraumeni sindrom TP53
Birt-Hogg-Dube sindrom FLCN
Dedna oblika malignega melanoma CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1, TERT, TERF2IP,

ACD, MITF
CMMRD Bialelna različica v enem izmed MMR genov:

MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM

Rabdoidni tumorski predispozicijski 
sindrom 

SMARCB1, SMARCA4

Dedni difuzni rak želodca CDH1, CTNNA1
Deni papilarni rak ledvic MET
AT Ataxia-Telangiectasia ATM
Bloom sindrom BLM
Dedna leiomiomatoza in svetlocelični rak
ledvic

FH

Von-Hippel-Lindau sindrom VHL

i

https://myriad.com/genetic-tests/myrisk-hereditary-cancer-risk-test/

GENETSKA HETEROGENOST – PR/VPR RAZLIČNIH GENOV OGROŽAJO ZA ISTO BOLEZEN

RRegister testiranih oseb iz družin, obremenjeni z dednim rakom

• Zakon o spremembah in dopolnitvah Zakona o zbirkah
podatkov s področja zdravstvenega varstva (Uradni list RS
št. 31/2018), uporabljati se je začel 1. januarja 2019.

• Državni register testiranih oseb iz družin, obremenjenih z
dednim rakom, upravljavec je OIL.

Podlaga za zbirko podatkov
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Poročilo Registra testiranih oseb iz družin, obremenjenih z dednim rakom 2000 - 2023

število testiranih 
posameznikov pozitiven izvid negativen izvid

2000 – 2023 13380

3357 
posameznikov/1858 

družin 10023

3357; 25%

10023; 75%

Delež posameznikov glede na rezultat genetskega testiranja 
2000 - 2023

število posameznikov - pozitiven izvid število posameznikov - negativen izvid

00 - 2023

1478; 49%

818; 27%

185; 6%

162; 6%

94; 3% 256; 9%

Sindrom dednega raka dojk in/ali jajčnikov

BRCA1 BRCA2 CHEK2 ATM PALB2 Drugo*

2993; 85%

257; 7%

56; 2%
223; 
6%

Delež odkritih zarodnih patogenih/verjetno 
patogenih različic glede na sindrom z dedno 

predispozicijo za razvoj tumorjev  (2001 - 2023)

Sindrom dednega raka dojk in/ali jajčnikov
Sinrdom Lynch in polipoze
Nevrofibromatoze in švanomatoze
Drugi redki sindromi

jk i / li j jč ik

Kumulativno število posameznikov z vsaj eno odkrito zarodno patogeno/verjetno patogeno različico v genu, povezanem z 
dedno predispozicijo za razvoj tumorjev (2001 – 2023)

Število testiranih posameznikov glede na rezultat genetskega testiranja (2000 – 2023)

34
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*Drugo: MLH1, MSH6, RAD51C, BRIP1, PMS2, CDH1, TP53, STK11, PTEN, EPCAM, RAD51D
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Št. odkritih zarodnih patogenih/verjetno patogenih različic v genih, 
povezanih s HBOC po letih

BRCA1 BRCA2 CHEK2 ATM PALB2 Drugo*

*Drugo: MLH1, MSH6, RAD51C, BRIP1, PMS2, CDH1, TP53, STK11, PTEN, EPCAM, RAD51D
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Kumulativno št. odkritih zarodnih patogenih/verjetno patogenih različic v genih, 
povezanih s HBOC, po letih

BRCA1 BRCA2 CHEK2 ATM PALB2 Drugo*

Σ 2293

Drugi redki dedni sindromi Gen

Št. odkritih zarodnih 
patogenih/verjetno patogenih 

različic (2001 – 2023)
Medularni karcinom ščitnice RET 67
Dedna oblika malignega melanoma CDKN2A 43
Dedni difuzni rak želodca CDH1 24
Sindrom Von-Hippel-Lindau VHL 11

Z MUTYH povezana polipoza (MAP) MUTYH - bialelna različica 9
HBOC BARD1 7
Sindrom Werner WRN – bialelna različica 6
Birt-Hogg-Dube sindrom FLCN 6

Hiperparatiroidizem in tumorji čeljusti CDC73 6
Dedna leomiomatoza in rak ledvic FH 6
DICER1 sindrom DICER1 5

Z NTHL1 povezana polipoza (NAP) NTHL1 – bialelna različica 5
Dedni paragangliom/feokromocitom SDHAF2 5

Predispozicija za razvoj rabdoidnih tumorjev tip 2 SMARCA4 4
Dedni rak prostate HOXB13 3
Dedni paragangliom/feokromocitom SDHB 3
Bloom sindrom BLM – bialelna različica 2

Z BAP1 povezana predispozicija za razvoj tumorjev BAP1 2
Dedni retinoblastom RB1 2
Sindrom Gorlin PTCH1 1
Dedni paragangliom/feokromocitom SDHA 1

FANCL 2
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asist. razisk. dr. , MSc

Oddelek za 

DEDNE OBLIKE RAKA

Splošna populacija.

12%

Nosilke dedne okvare v genu BRCA1.

70%

Primer raka dojk.

 raki  5-10% vseh  .

GENETSKO TESTIRANJE ZA DEDNE OBLIKE RAKA

•Visoka  z raki v .

•Za rakom zboli mlada oseba.

•Oseba zboli za mi raki.

•S

/molekularni .
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ŠTEVILO TESTIRANIH – PRVI V  
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KASKADNO TESTIRANJE SORODNIKOV

0

500
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2500

okvaro

Na vsakega prvega  še dva 
sorodnika  

44%

56%

Polovica sorodnikov je nosilcev  
okvare

poz neg

700-1000 bp 3.000.000.000 bp

SEKVENCIRANJE NASLEDNJE 
GENERACIJE(NGS)

Sekvenciranje po 
Sangerju

BRCA1

BRCA1

– 3 milijade $ 47



GENETSKO TESTIRANJE = visoka kompleksnost podatkov

Ozko grlo genetskega testiranja = interpretacija podatkov.
Dvojni pregled podatkov.

na nivoju DNK nas zanima njihov 

Tip  
kodon

zmenjava 

splošni 
populaciji

In silico
predikcijska

orodja 
Segregacija 

boleznijo

 
funkcijski 

Segregacija 

boleznijo
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  TEMELJI NA :

DEDNE OBLIKE RAKA –  

•  

•Fenokopije

•Rak je lahko  za  spol

•Pozen  bolezni –   so 

 v GnomAD

 klasifikacija  po 
smernicah ACMG/AMP:

  ZA VSAK GEN POSEBAJ

/
guidelines

APC APC

ATM ATM

BRCA1/2 BRCA1/2

CDH1 CDH1

/ CHEK2

DICER1 DICER1

MMR genes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) MMR genes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)

PALB2 PALB2

PTEN PTEN

RAD51C RAD51C

/ RAD51D

/ SDHB/SDHD

TP53 TP53

VHL /
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Zbiranje dokazov v prid 

5
4    

3    

2    

1    

5
4   

3   

 izvid

p

•
spremljanje

•
predpogoj za zdravljenje npr. BRCA1 & 
PARPi

– ne 

pomembne ali nepomembne 

1
benigne 

2

benigne 

4 5
3

nejasnega 

pomena

 VUS-OV

 VUS (  razreda reklasificiramo višje (v razred 4 ali –  
o  .

 se kaskadno  sorodnikov.

Zelo je pomembno zbiranje  o  in vseh ki smo jih 
pri  odkrili.
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TESTIRANI GENI GLEDE NA DIAGNOZO

Pri vsakem   125 genov za 
  okvare.

 paneli genov se lahko s  
spremenijo!

Pomembno je spremljanje najnovejših smernic!

 !!

POVZETEK

 (razred 4 ali .

-

– -
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Priprava in interpretacija 
izvidov za dedne rake

dr. Nika Rihar, dr.vet.med.

Postopek testiranja na dedne oblike raka

Genetsko 
svetovanje

Odvzem 
vzorca

Laboratorijska 
analiza DNK

Interpretacija 
rezultatov in 

priprava izvida

k

Struktura izvida

• Podatki o preiskovancu, 
napotitvi in preiskovanem
materialu,

• rezultati preiskav in 
,

• uporabljene metode pri 
analizi vzorca.
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Razlike v genetskem testiranju glede na
anamnezo

Genetsko testiranje

Znana
patogena/verjetno
patogena v 

Patogena/verjetno
patogena v 

ni znana

Primer pozitivnega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene

• Uporabljene metode - NGS sekvenciranje

brez znane

Primer pozitivnega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene

v genu CDH1

brez znane
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Primer pozitivnega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene

Primer pozitivnega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene

Primer negativnega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene

rez znane
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Primer izvida za najdbo pri preiskovancu brez
znane patogene/verjetno patogene

vancu brez

z nejasnim pomenom - VUSVUS

Primer izvida pri preiskovancih z znano patogeno/verjetno
patogeno

• Uporabljene metode – sekvenciranje po Sangerju, MLPA

eno/verjetno
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Primer izvida pri preiskovancih z znano patogeno/verjetno
patogeno

v genu CDH1

geno/verjetno

Primer pozitivnega izvida pri preiskovancih z znano
patogeno/verjetno patogeno

h z znano

Primer negativnega izvida pri preiskovancih z znano
patogeno/verjetno patogeno

ih z znano
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Primer izvida pri preiskovancih z znano patogeno/verjetno
patogeno

Predaja izvida v okviru genetskega svetovanja

• Oddelek
genetiko

• Predaja in interpretacija izvidov
bolniku

t j
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Opredeljevanje redkih dednih
sindromov, ki vključujejo nagnjenost
za razvoj raka

Ana Blatnik, Oddelek za onkološko klinično genetiko

» Molekularna diagnostika v onkologiji: 20. letnica ustanovitve 
Oddelka za molekularno diagnostiko«, 11.04. 2025 

Redke bolezni

• zelo raznolika skupina bolezni, kjer se simptomi in 
znaki lahko tudi pri bolnikih z isto diagnozo močno 
razlikujejo

• podatkov in strokovnjakov zelo malo, omejene tudi 
možnosti zdravstvene oskrbe – bolezni sirote

• težave kronične, progresivne, degenerativne, življenje 
ogrožajoče

• za te bolezni pogosto ni zdravil in zaradi pomanjkanja 
raziskav je manjša možnost, da jih v prihodnosti razvijejo

• prizadenejo tako posameznika kot družino in širšo družbo

V POVPREČJU 5 LET DO 
POSTAVLJENE 

DIAGNOZE –70% 
PACIENTOV NA 

DIAGNOZO ČAKA VEČ 
KOT ENO LETO

POJAVNOST MANJ 
KOT 1 NA 2000 
PREBIVALCEV

75 % TEH BOLEZNI 
SE IZRAZI V OTROŠKI 

DOBI

VEČ KOT 7000 RAZLIČNIH 
REDKIH BOLEZNI

VEČ KOT 85 % REDKIH BOLEZNI 
POJAVNOST MANJ KOT 1/1000000

72 % TEH BOLEZNI 
JE GENETSKIH

PRIZADENEJO 4 % POPULACIJE (OCENE 3,5 – 5,9 %)

7 OD 10 BOLNIKOV OZ. NJIHOVIH 
SKRBNIKOV JE POKLICNO MANJ 

AKTIVNIH ALI NE-AKTIVNIH 
ZARADI LASTNE DIAGNOZE ALI 

DIAGNOZE PRI SVOJCU

3X VEČ BOLNIKOV Z 
REDKO BOLEZNIJO 

POROČA O DEPRESIJI, 
KOT TO VELJA ZA 

SPLOŠNO POPULACIJO58



Evropske referenčne mreže
• European Reference Networks (ERNs) – virtualne mreže, ki združujejo 

zdravstvene ustanove po vsej Evropi

• Cilj je olajšati oskrbo pacientov z redkimi ali kompleksnimi boleznimi, 
ki potrebujejo visoko specializirano obravnavo

• Čezmejno zdravstveno varstvo, a tako, da praviloma potujeta čez meje 
medicinsko in strokovno znanje, ne pacienti

• boljša prepoznava pacientov z 
dednimi sindromi raka

• zmanjšanje neenakosti pri 
klinični obravnavi in izhodu 
zdravljenja

• razvoj z dokazi podprtih smernic 
obravnave

• razvoj kliničnih registrov, 
biobank in raziskovalnih 
projekov

• klinične poti za enakovredno, 
dostopno in visoko kakovostno 
obravnavo pacientov in njihovih 
svojcev povsod po Evropi

ERN GENTURIS - cilj

ERN GENTURIS – tematske skupine

redke dedne predispozicije za razvoj raka
• malo izkušenj, sploh v manjših 

populacijah
• slabše opredeljen spekter rakov, za 

katere ogrožajo
• kompleksni programi spremljanja
• praviloma ni z dokazi podprtih smernic 

– konsenz strokovnjakov
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• pojavnost 1/3500-1/2000

• multisistemsko obolenje s polno penetranco, a variabilno ekspresijo

• posledica zarodnih patogenih različic v genu NF1

• značilni številni nevrofibromi, café-au-lait madeži, aksilarna in 
ingvinalna pegavost, hamartomi šaranice (Lischevi noduli), kostne 
nepravilnosti, kognitivne motnje, pogostejše pojavljanje raka dojk in še 
nekaterih drugih tumorjev (glioma, GIST, feokromocitomi, NET…)

• pričakovana življenjska doba 8-15 let krajša kot v splošni populaciji, 
predvsem na račun malignomov in vaskulopatij

• v tujini spremljanje praviloma v okviru t.i. “NF1 oddelkov/ambulant”

nevrofibromatoza tipa 1
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Priporočila za spremljanje

• NF1: c.7395-17T>G
• podedovana po mami!
• RNA analiza – sprememba 

povzroči insercijo 16 nukleotidov 
in posledično premik bralnega 
okvira – p.(Arg2465Serfs*21)

• VUS -> verjetno patogena 
različica
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• leta 1969 ga opišeta Frederick Li in Joseph Fraumeni

• posledica zarodnih patogenih različic v genu TP53

• najpogostejši raki: premenopavzalni rak dojk, osteosarkom, mehkotkivni
sarkomi, možganski tumor, adrenokortikalni karcinom (ACC)

• 1/10000-1/3000

• AD dedovanje, a veliko de novo različic z negativno družinsko anamnezo! 

• večja dovzetnost za škodljive učinke sevanja in citotoksičnih snovi

• nekatere različice bolj ogrožajoče od drugih

• v južni Braziliji 90% otrok z ACC nosilcev različice p.Arg337His v genu TP53! V 
tej  populaciji - 1/375 nosilec

sindrom Li Fraumeni

Priporočila za spremljanje

• TP53: c.818G>A 
p.(Arg273His)

• alelni delež 26,5 %! – 
mozaicizem? 

• v brisu ustne sluznice VPR 
dokazana (<30%), v tkivu 
jajčnika odsotna

• v raku dojk – VPR prisotna, 
alelni delež 30%

hčerki spremembe nista 
podedovali!
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Prikaz primera dednega raka 
v sklopu sindroma

Asist. dr Ksenija Strojnik, dr.med.

Onkološki inštitut Ljubljana

Molekularna diagnostika v onkologiji: 20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL, 11.4.2025

Predavanje vsebuje še neobjavljene rezultate, 
zato predstavitev ni na voljo.
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FARMAKOGENETIKA

Petra Škerl
Oddelek za molekularno diagnostiko

Molekularna diagnostika v onkologiji:
20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL

Farmakogenetika

genetike, ki vpliv dednih (zarodnih) genetskih v DNK
oziroma genotipa na odziv posameznika na zdravila, s
kemoterapevtiki, z namenom optimizacije  zdravljenja in zmanjšanja 
tveganja za   

oziroma
kemotera
tveganja

 genotipa DPYD

Farmakogenetske preiskave:

 genotipa UGT1A1

Na podlagi genotipa napovemo, kako bo bolnik presnavljal zdravilo in 
ocenimo  za   zdravljenja

prilagoditev  odmerka zdravila za bolnika 
bolnik ni primeren za zdravljenje

 genotipa DPYD

Pred uvedbo zdravljenja s fluoropirimidini (5-fluorouracil, kapecitabin, 
tegafur) pri bolnikih z  solidnimi , kot so rak debelega 

 in danke, rak , rak trebušne slinavke, rak , rak 
, rak glave in vratu ter  rak.

• >2.000.000 bolnikov po svetu je zdravljenih s fluoropirimidini 
• 30% bolnikov ima hude   (driska, bruhanje, nevtropenija, sindrom roka-noga, 

mukozitis, mielosupresija)
• za 1% bolnikov so   usodni

  preiskave na Oddelku za molekularno 
diagnostiko:g
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Presnova ( ) fluoropirimidinov

 za genetsko  gena DPYD 

   štirih  pomembnih : DPYD*13, *2A, D949V, IVS10

Funkcionalnost 
encima DPD

 na alel za  DPYD 

heterozigot homozigot
DPYD*2A c.1905+1G>A p.? encim ni funkcionalen 1 1 0
DPYD*13 c.1679T>G p.(Ile560Ser) encim ni funkcionalen 1 1 0
DPYD D949V c.2846A>T p.(Asp949Val) zmanjšana funkcija encima 0.5 1.5 1
DPYD IVS10 c.1129-5923C>G p.? zmanjšana funkcija encima 0.5 1.5 1

WT normalen genotip normalna fukncija 0 2

 genotipa DPYD

Aktivnost -fluorouracila 
(5-FU)

e P -FU

slaba
0 ni primeren za zdravljenje s 5-FU

0.5 ni primeren za zdravljenje s 5-FU

1 50% doza 5-FU

1.5 50% doza 5-FU

dobra 2 100% doza 5-FU

  odmerka 5-FU ali  s 5-FU ni ustrezno za bolnika

Ocena primernosti  s 5-FU glede na prisotnost  pomembnih  v genu DPYD

(Amstutz et al., 2018; Lunenburg et al., 2020) 65



Potek genetskga  gena DPYD 

Vzorec periferne krvi

Izvedba qPCR z 
uporabo TaqMan sond

 DNK

Priprava izvida 

Analiza z alelno  
 (  v  ) 

Primer alelne diskriminacije za  DPYD*2A na aparatu QuantStudio 5 Dx 
(ThermoFisher Scientific).

 genotipa UGT1A1

Pred uvedbo zdravljenja z irinotekanom pri bolnikih z  solidnimi 
tumorji, kot so napredovali/metastatski rak debelega  in danke, 
metastatski rak trebušne slinavke, rak  in Ewingov sarkom

20-50 % bolnikov ima hude   (zgodnja in pozna oblika driske, dehidracija in nevtropenija)

  preiskave na Oddelku za molekularno 
diagnostiko: 

Presnova ( ) irinotekana

presnova bilirubina - Gilbert sindrom:
osebe z UGT1A1*28, UGT1A1*6 in UGT1A1*37  imajo  raven nekonjugiranega 
bilirubina v krvi, kar  blago zlatenico66



 za genetsko  gena UGT1A1

CPIC  trenutno niso na voljo

 genotipa UGT1A1

   treh  pomembnih : 
UGT1A1*28, *37 in *6

# testiramo po dogovoru z napotnim zdravnikom

Funkcionalnost encima UGT1A1 Opombe

UGT1A1*28 (7TA)
NM_000463.3:c.-53_-40TA[8]

zmanjšana funkcija encima
najbolj pogosta v evropski populaciji 
40% heterozigoti (genotip *1/*28)
10-15% homozigoti (genotip *28/*28)

UGT1A1*37 (8TA)
NM_000463.3:c.-53_-40TA[9]

zmanjšana funkcija encima
redka v evropski populaciji (<1%), bolj pogosta v 
afriški populaciji (5-7%)

UGT1A1*6 #
NM_000463.3:c.211G>A p.(Gly71Arg)

zmanjšana funkcija encima
redka v evropski populaciji (<1%), bolj pogosta v 
azijski populaciji (15-30%)

UGT1A1*36 (5TA)
NM_000463.3:c.-53_-40TA[6]

 funkcija encima  nepomembna 

UGT1A1*1 (6TA)
NM_000463.3:c.-53_-40TA[7]

normalna fukncija WT – divji/normalen tip

 genotipa UGT1A1

Ocena primernosti  z irinotekanom glede na prisotnost  
pomembnih  v genu UGT1A1

irinotekana
Genotip UGT1A1

irinotekana

Slaba
*28/*28 70% doza irinotekana
*28/*37 70% doza irinotekana
*37/*37 70% doza irinotekana
*1/*28 100% doza irinotekana

*28/*36 100% doza irinotekana
*1/*37 100% doza irinotekana

*36/*37 100% doza irinotekana

Dobra
*1/*1 100% doza irinotekana
*1/*36 100% doza irinotekana

*36/*36 100% doza irinotekana

  odmerka irinotekana
homozigoti in sestavljeni heterozigoti

(Hulshof, EC. et al., 2023) 67



Potek genetskga  gena UGT1A1

Vzorec periferne krvi

Izvedba qPCR z uporabo CE-IVD 
kompleta gbPharm UGT1A1

 DNK

Priprava izvida 

Analiza talitvene 

Primer analize talitvene krivulje na aparatu Cobas z480 (Roche).

Izvid farmakogenetskih preiskav

 kontrola kakovosti
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Namen farmakogenetskih preiskav je prepoznati bolnike, pri katerih genetski profil 
(genotip)   tveganje za   zdravljenja. Na podlagi 
rezultatov genetskega testiranja se lahko prilagodi  odmerek zdravila ali se 
oceni, da je  zdravljenje za posameznika neustrezno.

Genetsko testiranje genov DPYD in UGT1A1 izvajamo v skladu z veljavnimi
mednarodnimi in nacionalnimi smernicami za farmakogenetsko obravnavo
onkoloških bolnikov.

Vsem slovenskim onkološkim bolnikom, pri katerih je predvideno zdravljenje s
fluoropirimidini in/ali irinotekanom, je pred uvedbo zdravljenja zagotovljena
sodobna molekularna diagnostika, ki farmakogenetsko testiranje  
pomebnih v genih DPYD in UGT1A1.
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Vloga molekularne 
diagnostike pri limfomih

B. Jezeršek Novaković, B. Grčar Kuzmanov, G. Gašljević

Molekularna diagnostika v onkologiji
OIL 11.4.2025

Hematopathology has always been at the forefront in using molecular studies as tools for scientific 
progress and diagnostic advances. From the very beginning, molecular findings such as the identification 
of recurrent translocations or detection of clonality have shaped both our understanding of lymphoma 
and their classification.

 Jaffe ES, Harris NL, Stein H, Isaacson PG. Classification of lymphoid neoplasms: the microscope as a tool for disease discovery. Blood 2008: 112:4384–4399.

Uvod

Limfoidne neoplazme so zelo heterogena skupina novotvorb, ki glede 
na klasifikacijo WHO (WHO HAEM5) iz leta 2022 vključuje 79 entitet 
novotvorb celic B in 35 entitet novotvorb celic T in NK, poleg tega pa še 
4 entitete klasičnega Hodgkinovega limfoma in 6 entitet 
postransplantacijskih limfoproliferativnih bolezni.
Naštete entitete niso dokončno genetsko opredeljene, pri nekaterih pa 
že poznamo določene alteracije, ki so vključene v njihov nastanek in 
določajo njihov potek ter vplivajo na odgovor na zdravljenje.
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Uvod
Molekularna diagnostika v onkologiji večinoma pomeni uporabo metod za 
določanje sprememb v DNK in/ali RNK. 
Genetske spremembe, ki jih opredeljujemo z metodami molekularne 
diagnostike, nam lahko služijo za različne namene: 
1. oceno tveganja, da oseba zboli za rakom, 
2. natančnejšo opredelitev tumorjev, 
3. oceno prognoze bolezni, 
4. napoved odgovora na zdravljenje, 
5. napoved presnavljanja zdravil, 
6. spremljanje odgovora na zdravljenje, 
7. zgodnje odkrivanje ponovitve bolezni.

Ocena tveganja, da oseba zboli za rakom

Povzeto po Bartosz Szmyd Mutation Research/Reviews in Mutation Research 2021

Natančnejša opredelitev tumorjev

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024
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Natančnejša opredelitev tumorjev

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024

Natančnejša opredelitev tumorjev

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024

Natančnejša opredelitev tumorjev

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024

73



Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Daniel L VanDyke British Journal of Haematology 2015

Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Larry Mansouri Leukemia 2023

Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024
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Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Gaelen Shimkus Frontiers in Molecular Biosciences 2023

Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Björn Chapuy Nature Medicine 2018

Napoved presnavljanja zdravil

Povzeto po Meng Xu Frontiers of Oncology 2022 75



Napoved presnavljanja zdravil

Povzeto po Meng Xu Frontiers of Oncology 2022

Spremljanje odgovora na zdravljenje in 
zgodnje odkrivanje ponovitve

Povzeto po Igor Age Kos Diagnostics 2021

Uporaba tekočinskih biopsij in vzorcev kostnega mozga

Prikaz primera, kjer so izvidi histološke preiskave
nujni za morfološko opredelitev bolezni ter 

izvidi molekularne diagnostike nujni za 
opredelitev prognostičnih in prediktivnih

dejavnikov
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Moški, rojen 1966

2016 zbolel za KLL s prizadetostjo bezgavk v trebuhu
Opazovanje do maja 2019, ko se je pojavila povišana 
temperatura do 39°C
Reaktivacija EBV okužbe, respiracijska insuficienca, 
traheotomija – 1 ciklus EPOCH (UKC LJ)
CT – povečane bezgavke v prsnem košu in trebuhu, 
infiltrati v jetrih in pljučih
Citološke preiskave (periferne bezgavke in ascitesa) – KLL
Histologija DIB jeter- transformacija KLL v klasični 
Hodgkinov limfom – R-ABVD (OIL)

• Molekularna preiskava periferne krvi –
• nemutiran status IGHV (prognostično slabši napovednik oz. krajše preživetje brez 

napredovanja bolezni pri bolnikih zdravljenih s kemoimunoterapijo), 
• ni mutacij v eksonih 2-11 TP53, 
• FISH KLL ne pokaže del11q, del13q, del17p ali trisomije12

• Zdravljen ob progresu KLL z Ibrutinibom (Imbruvica)
• Zaradi ↑št. limfocitov po dveh letih zamenjava z Akalabrutinibom, po 

prehodnem izboljšanju, ponovno progres, dodan še Venetoklaks
• Na zadnji kontroli regres bolezni
• Ponovna molekularna preiskava iz tkiva bezgavke retroperitonealno, ki 

morfološko in imunofenotipsko pokaže infiltracijo s KLL, sedaj pokaže 
mutacije genov BTK (zaradi česar je prisotna zmanjšana občutljivost 
na zaviralce BTK), SF3B1 ter TP53 (pridobljena mutacija med terapijo 
– biomarker, ki napoveduje rezistenco na kemoimunoterapijo)

Zaključek

Napredek v molekularni diagnostiki ni omogočil samo ekspanzije znanja 
o nastanku posameznih tipov limfomov, temveč ponuja tudi nova 
orodja za vsakodnevno klinično prakso na področju diagnostike, ocene 
prognoze in napovedi odgovora na zdravljenje, opredelitve tarč, 
neodzivnosti na zdravljenje in spremljanja odgovora na zdravljenje 
oziroma dinamike bolezni.
Številne molekularne metode so sicer še vedno omejene na raziskovalni 
nivo, vendar lahko z zniževanjem cene in izboljšanjem dostopnosti 
pričakujemo, da bodo nove metode pomembno vplivale na klinično 
obravnavo bolnikov z limfomi.
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Testiranje molekularno-genetskih 

Oddelek za molekularno diagnostiko

Testiranje molekularnono-o-j

Molekularnono-o-

I) Klonalnost limfoidnih proliferacijij –– klonalnaa teorija nastanka rakastih celic: ) f p f jj j

monoklonsko ~ 

II) Kromosomske translokacijee ––) j

III) Mutacije, fuzijee in/ali li 

klonalnosti

• Geni za B- oz. Ig (težka in kapa lahka veriga – IGH, IGK)
• Geni za T- – (beta in gama verigi – TCRB, TCRG)

Med diferenciacijo limfocitov iz limfoidnih prekurzorjev poteka preureditev 
genov za antigenske receptorje v končni genski zapis - naključno združevanje 
eksonov V, D in J. 
Monoklonska populacija limfocitov – vse celice potomke imajo identične 
preurejene gene za Ig/TCR kot matična celica od katere so nastale.

V – variable 
D – diversity 
J - joining
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•Aspiracijska biopsija s tanko iglo (ABTI) 
• Punktat kostnega mozga
• Tkivo vklopljeno v parafin (FFPE)
• Zmrznjeno / sveže tkivo
• Kri

Analiza fluorescenčno označenih 
pomnoženih produktov na 
genskem analizatorju ABI3500 –
t.i. fragmentna analiza 

klonalnosti LP

V našem laboratoriju uporabljamo (InVivoScribe Technologies) – validirana in 
registrirana za diagnostične potrebe (IVD, CE) 
Rezultat BIOMED-2 študije (47 inštitutov iz 7 evropskih držav) 
Validirana na 400 B-NHL, 200 T-NHL in 100 R vzorcih
Uporaba večjega števila oligonukletidnih začetnikov, ki se vežejo na različne ohranjene regije V-D-J za 
odkrivanje večine klonalnih preureditev 
Metoda je opisana v JJM van Dongen et al. Leukemia 2003; 17: 2257-2317, rezultati validacije pa v van Krieken
JHJM et al. Leukemia 2007; 21: 201-206. 

IdentiClone IGH: 93% monoklonskih IGH preureditev
IdentiClone IGK: 90% monoklonskih IGK preureditev 
IdentiClone TCRB + TCRG: 90% monoklonskih TCR preureditev 

- Meja detekcije: 1% limfomske (klonalne) populacije v ozadju normalnih (poliklonskih) 
limfocitov 

90% reaktivnih vzorcev je poliklonskih (IGH + TCR) 

-

IGH-A (310-360 bp) IGH-B (250-295 bp) IGH-C (100-170 bp)

310-360 bp

331 bp ( 15000 FU) 267 bp (18200 FU)

250-295 bpPrimer 1 Primer 1Primer 1
250-295 bp

132 bp (19523 FU)

100-170 bp

monoklonsko monoklonskomonoklonsko

310-360 bp

310-360 bpMK

322 bp

250-295 bp

250-295 bp

258 bp

100-170 bp

145 bp

100-170 bp

MK MK

PK PKPK
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– naši rezultati 
(32 BB-B-NHL, 38 TT-T-NHL, 51 reaktivnih vzorcev)

IGH test        TCR test IGH test                     TCR test

A. Občutljivost

T-NHL
B-NHL

Ob
ču

tlj
iv

os
t (

%
)

Sp
ec

ifi
čn

os
t (

%
)

T-NHL

B-NHL
R

B. Specifičnost

91,9
74,2

87,2

54,3

73,3 62,5

Koković I, Jezeršek Novaković B, Cerkovnik P, 
Novaković S. Radiol Oncol 2014; 48(2): 155-162. 

(37 BB-B-NHL, 26 TT-T-NHL, 29 reaktivnih vzorcev) -

Ob
ču

tlj
iv

os
t (

%
)

IGH test             IGK test          IGH+IGK test

Koković I, Jezeršek Novaković B, Novaković S. 
Int J Oncol 2015; 46: 953-962. 

A. Občutljivost B. Specifičnost

Sp
ec

ifi
čn

os
t (

%
)

R
T-NHL

IGH test                IGK test

81,175,7
67,6

84,6
96,2

86,2
96,6

-
(* l. 2024 za tretjino večje št. preiskav v primerjavi z l. 2023)
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FISH, PCR

2 najbolj pogosti: - in -

Vzorci: punktat KM (izhodni, MRD - spremljanje bolnika), kri
Metoda PCR: „hišne“ metode (1999-2013), -

(InVivoScribe) (od 2013 dalje) 
Detekcija: elektroforeza v poliakrilamidnem gelu (PAGE)
Lahko detektiramo: 
- v 40-50% primerov s prelomi v področju (angl. major translocation

cluster) gena BCL1
- v 88% primerov s prelomi v področju (angl. major breakpoint region) ali 

- (60-70%) in v področju (angl. minor cluster region, 20-25%) gena BCL2 

et al. Leukemia -

M        vz.1      2    3     p.k. n.k H2O  /   vz.1 p.k H2O                   M       vz.4     p.k. n.k H2O     /      vz.4     p.k. n.k. H2O            

- - -

300
250 
200

150

100

50 

300
250 
200

150

100

50 

Vzorci 1, 2 in 3: LPC; vzorec 4: FL
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-

Skupaj prejeto 821 vzorcev za dokazovanje t(11;14) in t(14;18)

49 pozitivnih (24,75%), 148 negativnih (74,75%), pri enem vzorcu 
genotipizacija ni bila mogoča (0,5%).  

256 pozitivnih (41,1%), 366 negativnih (58,74%), pri enem vzorcu 
genotipizacija ni bila mogoča (0,16%) 

- prelomi pri pozitivnih vzorcih: 192 v področju MBR (75%), 17 v 
področju 3‘MBR (6,64%) in 47 v področju mcr (18,36%). 

Objave: 
Koković I, Jezeršek Novaković B, Frković Grazio S in Novaković S. Int J Mol Med 2009; 23: 9-15. 
Panjan M, Boltežar L, Novaković S, Koković I, Jezeršek Novaković B. Radiol Oncol 2023; 57(4): 
487-493.

III) Mutacije, fuzijee in/ali li ) j , f j /j

– poglobljeno razumevanje mehanizmov 
limfomageneze pri različnih tipih in podtipih limfomov; 
Novi molekularno- – klinično pomembne različice, fuzijski 

transkripti in vzorec izražanja genov: 
- pomembni za diagnozo in načrtovanje zdravljena bolnikov z limfomi;
- vključeni v sodobno klasifikacijo limfomov (WHO Classification of Haematolymphoid
Tumours: Lymphoid Neoplasms, 5th ed.).    

na našem oddelku: 
diferencialna diagnoza in/ali natančnejša opredelitev neopredeljenih. 

Na Oddelku za MD uporabljamo komplete: 
- ( – nabor 125 genov (detekcija klinično pomembnih 
točkovnih mutacij (angl. hot spot), fuzijskih transkriptov in vzorca izražanja genov; določitev 
podtipa DVCBL);  
- TruSight – Illumina – nabor 170 genov (tarčno sekvenciranje DNA 
oz. cDNA, s kompletom TST170 RNA tudi detekcija fuzijskih transkriptov); 
- TruSight – Illumina – nabor 500 genov (tarčno sekvenciranje DNA). 

Na izvidih so podane tabele analiziranih genov in literatura, ki je uporabljena pri interpretaciji 
podatkov. 
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-

Metoda Št. vseh 
vzorcev

Št. vzorcev z dokazano klin. Št. vzorcev brez dokazane Podtip 
GCB/ABC

Archer Lymphoma 6 1 
(fuzija TBL1::TP63)

5 2 

Archer + TSO500 8 2 6

7 4 3 /

1 1 / /

13 7 6 /

*EZB2 - molekularni podtip po Schmitz et al. 2018; 
** vz. 1 – STAT5B, vz. 2 – 2 različici v TET2, vz. 3 - TET2, vz. 4 – STAT5B + SETD2

Na Oddelku za MD že od ustanovitve izvajamo preiskave za določanje klonalnosti LP 
in dokazovanje kromosomskih translokacij značilnih za posamezne tipe limfomov. 

Z leti se je večalo število preiskav, pridobili smo dragocene izkušnje in objavili nekaj 
člankov. 

Skupaj s sodelavci iz Oddelkov za citopatologijo, patologijo in klinično onkologijo 
smo ustanovili konzilij - obravnava bolnikov, pri katerih diagnoze 
niso skladne, predstavitev zanimivih primerov.  

Pričakujemo, da bodo „ klasične“ metode za določanje klonalnosti (IdentiClone) še 
nekaj časa veljale za „zlati standard“ v molekularni diagnostiki limfomov. 

Metode NGS za testiranje novih molekularno-genetskih označevalcev pri limfomih 
imajo čedalje večji pomen v diagnostiki limfomov. 

Nekaj izkušenj smo pridobili v zadnjih treh letih, pričakujemo pa, da bo v prihodnjih 
letih vse več napotitev na te preiskave. 
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Genotipizacija tumorjev
Vida Stegel

Oddelek za molekularno diagnostiko

PPrvi
genotipizacija tumorjev debelega in ter melanoma

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda

2008-2009 D genu KRAS na kodonih 
12 in 13 – -25%

2009 D KRAS na kodonih 12 in 13 –
D RT- – -2%

D, MM BRAF V600E RT PCR -

70

902

292

2628

322

3652

0

500

2000

2500

3000

3500

4000

KRAS

2008 2009

Primerjava števila vzorcev in števila opravljenih PCR reakcij genotipa KRAS v letih 2008 do 2011.

– – melanom

melanoma

NNadaljevanje 
dodajanje novih genov in  števila   

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda

D   na  RT-PCR Entrogen kodoni 

D, MM RT PCR - 

D
   

 na    –   20-25%

GIST
     

GIST   –   20-25%

D
D Entrogen –   -2%

- D
  nabora   

RT-PCR  Entrogen in 
- D  RT-PCR Entrogen

  metod, ki       .

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda

2022   6  
POLE   PCR
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GGenotipizacija tumorjev -  
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 .
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     za . 
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NNGS –  panel  tudi  neznanih 

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda

In  

- 

20 -razno  
-    širšega 500 

genskega 
 

 rak   
   

-    širšega 500 
genskega 

 

2023  rak MS-

   ter  

h

GGenotipizacija tumorjev   
trebušne  in drugih  z NGS 

- – Drugi raki: urotelni rak

0

200

300

400

500

600

700

800

900

2020 2022 2023

GGenotipizacija tumorjev   

0%

20%

40%

60%

80%

2 3 4 5 6

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda

2024  za HRD  genomske 
nestabilnosti  

–
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  na 

•   BRCA1/2 in     
•    

 za HRD  genomske nestabilnosti –  GIS  

Patogene   HRR 
ali

 

  HRR  
 

   

PR v BRCA1/2  
ali

metilacija  

JE DOKAZANA

zelo  

PR v BRCA1/2 in HR  
In 

metilacija  

NI DOKAZANA

malo 

neBRCA HR genih
JE  DOKAZANA

PR BRCA1/2 negativna
Metil BRCA1/2 negativna

 HRD-GIS

malo zelo  

TC 

TC
PR v BRCA in HR genih,

metil prom BRCA1/2 
NI DOKAZANA

HRD ni  

NEUSPEŠNA 
genotipizacija 

in 
Test metilacije

PR-   
TC-tumorske 

 

HRD ni  
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 raka  z dokazano HRD 

HRD dokazana

HRD ni dokazana

HRD-GIS<42

HRD-

tumorjih patogenimi  v 
(  )

•
•
• :  

• –
•

• –
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AAnaliza in klasifikacija
v tumorju

• Local App
• BaseSpace
• Variant Studio

Rubbish in = rubbish out

NextSeq550, Illumina

Genexus System, ThermoFisher Scientific

Oncomine Precision Assay GX

• OPA DNA

• OPA RNA

TruSight Tumor 170 
TruSight Oncology 500

TruSight Oncology 500 HRD Kit
Archer FusionPlex Sarcoma Kit
Archer FusionPlex Lymphoma Kit
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Genexus System, ThermoFisher Scientific

Oncomine Precision Assay GX

• Pan-cancer panel
50 genov (EGFR, BRAF, KRAS, ALK, ROS1, NTRK, RET,…)

• OPA DNA

• OPA RNA
981 fuzij

• sekvenciranje samo hot-spot mutacij
• avtomatiziran „sample-to-result workflow“
• rezultati v 24 urah 

Seznam klini no pomembnih razli ic tipa SNV, INDEL in CNV vklju enih v Oncominee Precision Assay GX (OPA) panel se nahaja na spletni strani oddelka za molekularno diagnostiko OIL: 
https://www.onko-i.si/fileadmin/onko/datoteke/Oddelek_za_molekularno_diagnostiko/Seznam_genov/Oncomine_TM__Precision_Assay_GX__OPA__v3.2.xlsx

NextSeq550, Illumina

TruSight Tumor 170 DNA in RNA
• 170 genov
• 55 genov za fuzije

TruSight Oncology 500 DNA
• 523 genov

•
podatkov

• sekvenciranje izbranih 
genov oz. regij 

• rezultati v 36 urah

sekvenciranja:
izbrani geni oz. regije

>500x

• paralelno sekvenciranje – nukleotidno zaporedje 

• -15)

• presejanje celih genov/eksonov

• i genski paneli, ki >500 genov
• SNVs, manjših delecij/insercij
•
•
•
•
•

sekvenciranja:
celotni genom

>30x

sekvenciranja:
celotni eksom

>50x – 100x

•
•
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Primarna analiza

• ocena kakovosti podatkov (QC)
sestavljanje zajetih slik
intenziteta signala

kakovosti
PhiX – kontrola

• -calling) 
(velikost zajetih podatkov v terabajtih)

.bcl datoteke

•
bolnikih

.FASTq datoteke

FASTq datoteke vsebujejo zapis nukleotidnega zaporedja v FASTA 
formatu, z dodanimi podatki o kvaliteti priklica zaporedja nukleotidov. 

aparat NextSeq 550           BaseSpace Local App

• sestavljanje prebranih zaporedij (iz .FASTq) hg 19 
(Sequence Alignment Map file, SAM -> Binary Alignment Map file, BAM)  

.bam datoteke

• calling) 
–

.vcf datoteke 

BaseSpace in Local App

number
Variants.vcf

Genome.
vcf

Sample
Metrics
Report

Fusions.csv
Splice

Variants
.vcf

RNA 
Sample
Metrics
Report

TMB MSI

91



BaseSpace (generiranje datotek BAM in VCF). 

number
Variants.vcf

Genome.
vcf

Sample
Metrics
Report

Fusions.csv
Splice

Variants
.vcf

RNA 
Sample
Metrics
Report

programskih orodij in podatkovnih baz 

• Alamut Visual Plus (Sophia Genetics)
• In silico orodja

• )

•

•

• oncoKB, 
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Anotacija
Illumina Variant Studio, Alamut Visual Plus

• HGVS nomenklatura
•
•

• , , oncoKB

Filtriranje podatkov
• na izbrani panel glede na napotitev/vrsto tumorja

pregled smernic: NCCN, ESMO
• odstranitev artefaktov glede na postavljene filtre 

• minimalna pokritost, VAF, strand-bias, q-score, median insert size

Klasifikacija
•
•

pregled podatkovnih baz in strokovne literature
• oncoKB, , Navify

Vizualizacija BAM datoteke 

• zapisano je mesto (koordinate) na posameznem kromosomu

• zapis spremembe nukleotidnega zaporedja (npr.: C>T)
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Anotacija VCF datotek
•
• transkript
• nastanek TSV datotek

• anotirane podatke o detektiranih

• na njih odfiltriramo  ki so slabe kvalitete (verjetni artefakti) in 

• tako selekcioniranim ra (vedno 2 pregledovalca)

Gene Variant Type Geno ExoniFilter Quali GQX Alt VaRead Alt Re 1.pregl 2.pregl Sift PolyPhen HGVSc HGVSp
AR X 66765158 inserthet yes PASS 100 100 33,8 195 66 129,66 1-B germ 1-B germ inframe_i NM_000044.3:c.234_239dupNP_000035.2:p.Gln79_Gln80dup 0

III BRAF 7 1,4E+08 snv het yes PASS 100 100 12,6 1194 151 1043,151 5-P TMB 5-P TMB deleteriouprobably dmissense_NM_004333.4:c.1406G>A p.(Gly469Glu) G469E 0
T>T/G 11 69462897 snv het yes PASS 100 100 15,4 499 77 422,77 3-VUS TMB 3-VUS TMBdeleteriouprobably dmissense_NM_053056.2:c.710T>G NP_444284.1:p.Ile237Ser 0

ERG 21 39755611 snv het yes PASS 100 100 13,7 1484 203 1281,203 3-VUS TMB 3-VUS TMBdeleteriouprobably dmissense_NM_001243428.1:c.1175G>ANP_001230357.1:p.Arg392His 0
FGF14 G>G/A 13 1,03E+08 snv het yes PASS 100 100 38,1 1413 539 874,539 2-LB g 2-LB g synonymo 0,04
JAK3 19 17953950 snv het yes PASS 100 100 43,4 601 261 340,261 2-LB g 2-LB g tolerated benign (0. missense_ NP_000206.2:p.Pro151Arg 0,88

I KRAS 12 25398284 snv het yes PASS 100 100 12,4 1245 154 1089,154 5-P TMB 5-P TMB deleterioubenign (0. missense_NM_004985.3:c.35G>A 0
G>G/A 1 1,2E+08 snv het yes PASS 100 100 15 1260 189 1071,189 2-LB g 2-LB g synonymo 0

3 1,38E+08 snv het yes PASS 100 100 56,8 500 284 216,284 2-LB/3-VUS 2-LB/3-VUtolerated benign (0. missense_NM_006219.2:c.625G>A NP_006210.1:p.Val209Met 0
RET 10 43606732 snv het yes PASS 100 100 16,1 821 132 689,132 3-VUS TMB 3-VUS TMB synonymo 0
ROS1 6 1,18E+08 snv het yes PASS 100 100 11,6 826 96 728,96 4-LP TMB 4-LP TMB splice_donNM_002944.2:c.3445+1G>T 0

II TP53 17 7577099 snv het yes PASS 100 100 17,1 889 152 737,152 4-LP TMB 4-LP TMB deleteriouprobably dmissense_ NP_000537.3:p.Arg280Thr 0

•
• -1000x
• read): 

101bp, 151bp
• meja detekcije: 5% VAF; 5 kopij/ng RNA za 

fuzije; 2.2x za število kopij gena
•

izbira genov (panel) glede na vrsto tumorja
•
• ESMO smernice
•

• napovedni dejavnik odgovora na zdravljenje

•

•

• – pomembne za zgodnje 
odkrivanje raka
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onkogen: Gain Of Function
tumor supresorski gen: Loss Of Function

• OncoKB (standardizirana in odobrena s strani 

• NAVIFY - – terciarna analiza

•

•

prisotnost 
• splošna populacija ( )

• zarodnih 

• somatskih 

• OncoKB, Hotspots, cBioPortal, , 

TumorFusions

NAMEN

so 

, ki imajo vpliv na izbiro zdravljenja,  
 ali  pomen.

, ki imajo vpliv na izbiro 
zdravljenja ( ).

ESCAT smernice
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PPriprava in interpretacija
izvidov

Gašper Klančar
Oddelek za molekularno diagnostiko

KKlinični pomen različic glede na vrsto raka

Uporabna vrednost različic za obravnavo bolnika (vrste kliničnih obnačevalcev oz. dejavnikov):
• Napovedni (prediktivni) dejavnik – napoved odziva (odgovora) na zdravljenje z določenimi zdravili

• Prognostični dejavnik – napoved poteka oz. hitrost napredovanja bolezni ne poročamo

• Diagnostični dejavnik – boljša opredelitev tumorjev (postavitev diagnoze oz. diferencialna diagnostika)

• Prisotnost potencialno zarodnih različic:
• ocena verjetnosti, da je tumor pri bolniku posledica dedne nagnjenosti k razvoju raka
• zgodnje odkrivanje raka

DDoločanje kliničnega pomena različic glede na vrsto raka
Poznavanje vloge različic v procesu nastanka raka:

• Gonilne patogene različice (driver) neposredno odgovorne za začetek malignega spreminjanja celice (prva faza v procesu
nastanka raka) 

• Spremljajoče patogene različice (passanger) niso neposredno odgovorne za maligno spreminjanje celice, ampak so nastale
kot posledica destabilizacije celičnega genoma in lahko celici dajejo določene prednosti pri njenem preživetju

PRIMER:
• Rak endometrija

• POLE: c.857C>G p.(Pro286Arg) P286R (30% VAF) (katalitična enota polimeraze epsilon – podvojevanje in popravljanje DNA) 
• hipermutiran tumor (TMB: 445 različic/Mb)
• TP53:c.742C>T p.(Arg248Trp) (5% VAF) posledica in ne gonilna sprememba za nastanek raka

TP53

96



KKllasifikacija različic glede na njihov klinični pomen

NAMEN
Omogočiti razlikovanje med različicami:

• z znanim kliničnim pomenom 
• z možnim kliničnim pomenom 
• z nejasnim kliničnim pomenom 
• brez znanega kliničnega pomena

Joint Consensus Recommendation by 
AMP, ASCO and CAP

ESMO Scale of Clinical Actionability for 
molecular Targets (ESCAT)

UUporaba  različnih klasifikacij različic

ESMO Scale of Clinical Actionability for 
molecular Targets (ESCAT)

Različice, ki imajo vpliv na izbiro zdravljenja 
(napoved odziva na zdravljenje)

Joint Consensus Recommendation by 
AMP, ASCO and CAP

Različice, ki imajo vpliv na izbiro zdravljenja 
(odziv in rezistenca), prognostični ali 

diagnostični pomen

diagnostični/prognostični in rezistenčni biomarkerji  NISO direktno zajeti

PMID: 35362851

ESCAT I

ESCAT II

ESCAT III

ESCAT IV

ESCAT X

diagnostični/prognostični in rezistenčni biomarkerji  SO zajeti

l A ti bilit f

Različice z znanim kliničnim pomenom

AMP/ASCO Različice razreda I (Tier I)

• A – nivo
• Različica (biomarker), ki napove odziv ali 

rezistenco na EMA/FDA ali v strokovnih 
smernicah odobreno zdravilo pri preiskovanem
tipu raka

• diagnostično/prognostično pomemben biomarker 
opisan v strokovnih smernicah pri preiskovanem tipu 
raka 

• B – nivo
• Različica (biomarker), ki napove odziv ali 

rezistenco na zdravilo podkrepljeno z več 
kliničnimi študijami s strokovnim soglasjem 
(expert consensus) pri preiskovanem tipu raka

• diagnostično/prognostično pomemben biomarker 
podkrepljen z večjimi študijami s strokovnim soglasjem 
(expert consensus) pri preiskovanem tipu raka

Joint Consensus Recommendation by AMP, 
ASCO and CAP

ESMO Scale of Clinical Actionability for 
molecular Targets (ESCAT)

ESCAT Različice razreda I (ESCAT Tier I) – odziv na preživetje (odobreno)

• A in B – nivo
• Različica (biomarker), ki ima klinično pomemben odziv (preživetje)

na določeno zdravilo (alteration-drug match) pri preiskovanem tipu 
raka dokazano s:

 - prospektivnimi randomiziranimi kliničnimi študijami (A-nivo)

 - prospektivnimi ne-randomiziranimi kiničnimi študijami (B-nivo)

• C – nivo
• Različica (biomarker), ki ima klinično pomemben odziv (preživetje)

na določeno zdravilo (alteration-drug match) pri različnih tipih raka -
(npr. solidni tumorji z NTRK fuzijo  NTRK inhibitorji)

ESCAT različice razreda II (ESCAT Tier II) – odziv tumorja (raziskave)
• Različica (biomarker), ki kaže pomemben odziv tumorja na določeno 

zdravilo (alteration-drug match) pri preiskovanem tipu raka 
dokazano s:

 - retrospektivnimi študijami (A-nivo)

 - vsaj 1 prospektivna študija brez podatka o preživetju (B-nivo)

diagnostični/prognostični in rezistenčni biomarkerji  SO zajeti diagnostični/prognostični in rezistenčni biomarkerji  NISO direktno zajeti

ical Actionability for 
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AMP/ASCO Različice razreda II (Tier II)
• C – nivo :

• Različica(biomarker):
•  ki napove odziv na zdravljenje ali 

rezistenco na FDA, EMA ali v strokovnih 
smernicah odobreno zdravilo za drug tip 
raka

• vključitveni kriterij za klinične študije faze 
2 in 3 (ClinicalTrials.gov) za preiskovan tip 
raka

• diagnostično/prognostično pomemben biomarker 
podkrepljen z večjimi številom manjših študij s strokovnim 
soglasjem (some consensus) za preiskovan tip raka

• D – nivo:
• Različica (biomarker), ki napove možen klinični 

pomen različice dokazan v predkliničnih študijah 
(ClinicalTrials.gov)

• diagnostično/prognostično pomemben biomarker 
podkrepljen z manjšimi študijami in dobro definiranimi 
posameznimi primeri (case reports)

Patogene germinalne različice povezane z dednimi raki
  priporočilo za genetsko svetovanje

ESCAT Različice razreda III (ESCAT Tier III) – možne tarče
• Različica/biomarker, ki ima klinično pomemben odziv (preživetje)

na določeno zdravilo pri:
• drugem drugem tipu raka (tier I) (A-nivo)
• drugi različici s podobnim funkcionalnim vplivom notraj istega gena (tier 

I) oz gena s podobno funkcijo, brez kliničnih podatkov (B-nivo)

ESCAT Različice razreda IV (ESCAT Tier IV) – možne tarče
• Različica/biomarker, ki kaže možen odziv na določeno zdravilo 

(učinkovino) z uporabo:
• predkliničnih študij (in vitro ali in vivo modelov za študijo raka) 

(A-nivo)
• in silico orodjih za študije signalnih poti (B-nivo)

Različice z možnim kliničnim pomenom

Joint Consensus Recommendation by AMP, 
ASCO and CAP ESMO Scale of Clinical Actionability for 

molecular Targets (ESCAT)

AMP/ASCO Različice razreda III (Tier III)

• Različice (biomarker) z neznanim kliničnim 
pomenom somatskega izvora, ki niso 
prisotne v splošni ali specifični populaciji

Joint Consensus Recommendation by 
AMP, ASCO and CAP

ESMO Scale of Clinical Actionability 
for molecular Targets (ESCAT)

ESCAT Različice razreda X (ESCAT Tier X)

• Različice (biomarker) z neznanim kliničnim 
pomenom somatskega izvora

Različice z nejasnim kliničnim pomenom

AMP/ASCO Različice razreda IV (Tier IV)

Benigne in verjetno benigne različice

Po smernicah ne poročamo na izvidu.

Joint Consensus Recommendation by 
AMP, ASCO and CAP

Različice brez kliničnega pomena
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Genetske različice pri metastatskem raku debelega črevesa in danke (spremembe ESCAT razred I/II/III)

AMP/ASCO razred

PMID: 32853681

Primerjava različnih klasifikacij

REZISTENCA – ocena primernega zdravljenja!

AMP/ASCO različica razreda I

AMP/ASCO različica razreda II

Poročanje rezultata - IZVID

• Primer: maligna neoplazma kolona, neopredeljena, moški, l.1956, 80% TC
Namen: uvedba zdravljenja  TruSight Tumor 170 DNA in RNA

KLINIČNO POMEMBNE RAZLIČICE
za pacientov tip raka
AMP/ASCO razred I

Izvid genotipizacije tumorja debelega črevesa

Poročanje rezultata - IZVID
umorja debelega črevesa

strukturiran in standardiziran

• KRAS - c.37G>A p.(Gly13Arg) G13R 
• Povzroči: aktivacijo proteina (onkogen)
• Učinkovina: zaviralci EGFR
• Odgovor: neobčutljiv - verjetno ne odgovori 

na zdravljenje
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DRUGE NAJDBE
Različice z možnim kliničnim pomenom – AMP/ASCO razred II 

Različice z neznanim kliničnim pomenom – AMP/ASCO razred III 

Izvid genotipizacije tumorja debelega črevesa

Poročanje rezultata - IZVID
umorja debelega črevesa

Poznavanje kliničnega pomena in značilnosti različic v tumorju:
- pogost somatski izvor?
- zarodna predispozicija?
- ločevanje somatskih od zarodnih različic?

Izvid genotipizacije tumorja debelega črevesa

PPoročanje  rezultata - IZVID

Seznam tarčno analiziranih genov

Ocena TMB

umorja debelega črevesa

Seznam genov glede na tip raka

Izvid genotipizacije tumorja debelega črevesa

PPoročanje rezultata - IZVID

Seznam sekvenciranih genov / preiskovanih tarč

OPIS METOD
- uporabljen reagenčni komplet
- minimalne zahteve o pokritosti 
- uporabljena programska orodja za analizo

DODATNE OPOMBE
- nezmožnost ločevanja somatskih od zarodnih različic
- heterogenost tumorja (zasevek)
- negativen rezultat vzorca, ki vsebuje <30% tumorskih celic, ne izključuje prisotnosti 

somatskih različic
- uporabljena klasifikacija

umorja debelega črevesa

OMEJITVE METOD
- različice izven preiskovane regije
- zmanjšanje detekcije različic (pseudogene, GC bogate regije)
- specifičnost, občutljivost, meja detekcije 
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Ljubljana, 11.4.2025

Vloga molekularne diagnostike pri 

Olga Blatnik
Oddelek za patologijo

Molekularna diagnostika v onkologiji: 
20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL 

Vloga patologa v diagnostiki solidnih tumorjev

• Postavitev diagnoze
• Dodatni podatki za ustrezno obravnavo pacienta - podani v obliki standardiziranega izvida:

• Gradus (kjer ga ocenjujemo)
• Status robov
• Ocena proliferacijske aktivnosti
• Prisotnost /in situ lezije
• …
• Ocena prediktivnih in  markerjev
• Izidi dodatnih preiskav, ki potrjujejo/  diagnozo

Prediktivni in  markerji

• Proliferacijska aktivnost

• Status hormonskih receptorjev (ER, PR, AR)

• Status HER2

• Status proteinov za popravljanje neujemanja (MMRP)

•  PD-L1

•
• …
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Dodatne preiskave za opredelitev lezije

• Odvisno od tipa tumorja
•

• Amplifikacije
• Fuzije
•

proteinskega produkta (pomen v patogenezi)
• Klonalnost limfocitne populacije
• …

Metode za  , prediktivnih in h 
markerjev v patologiji

• HE

• Imunohistokemija (IHK)

•
• Imunofluorescenca

• Molekularno-genetske analize

Molekularne metode 

• Sekvenciranje naslednje generacije 

• Paneli, prilagojeni tipom tumorja/manj  paneli

•  na nivoju posameznih nukleotidov, indels, spremembe števila 
kopij, fuzije

•  stopnje metilacije promotorjev  genov

•  metilacijskega profila tumorja (tumorji osrednjega )
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Pomen molekularne diagnostike v patologiji
• prilagojen v formalinu fiksiranemu, v parafin vklopljenemu tkivu
• Majhni vzorci
• Veliko informacij z eno preiskavo
• Primarno:  pomen

• . fuzija EWSR1::ATF1 v tumorju z melanocitno diferenciacijo govori za  
sarkom

•  in prediktivni kazalci (enaki ali ne kot  markerji)
• . mutacija gena KIT v gastrointestinalnem stromalnem tumorju

• Potrditev rezultatov, najdenih z drugimi metodami 
• . suspektna preureditev gena EWSR1 s FISH; nekonkluzivni rezultati IHK barvanj

Pasti molekularno genetskega testiranja v patologiji

• Molekularno-genetske najdbe niso tumorsko  - interpretacija 
rezultatov v kontekstu rezultatov ostalih preiskav

• Majhni vzorci

•  celularnost vzorcev

• Obilna 

•
• Vnetje 

Vpliv kakovosti vzorca na predanalitsko fazo 
• Urejenost in sledljivost spremne dokumentacije

• Optimalen  fiksacije (drobci ostali vzorci 12-24h za optimalno ohranitev nukleinskih kislin in morfologije)

• Formalin :

• Fragmentacijo 

•
• Modifikacije baz

• Dekalcinacija (hidroliza zaradi  kislin)

•  kontaminacije vzorca:

• Sprejemna miza 

•  ( , menjavanje rezil, sklapelov, pincet, škarij…)

• Izdelava histoloških preparatov in rezin za molekularno-genetske preiskave (menjavanje rezil med  vzorci, redno  mikrotoma)

• Kontaminacija v vodni kopeli

• Ustrezno hranjenje vzorca za molekularno-genetsko preiskavo do transporta
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Sprejemna miza miza
Mikrotom

Vodna kopel
Pripravljeni vzorci

Vloga patologa v pripravi vzorca

• Izbira ustreznega testa

• Izbira primernega dela lezije za testiranje

• Zagotovitev zadostne celularnosti - makro/mikrodisekcija

•

M, 72, tu levo ingvinalno, ?trajanje Vretenaste celice brez 

atipij ali mitotske aktivnosti

IHK: Rb verjetno ohranjen

DIB: verjetno benigen ali nizkega 

malignega potenciala

Ekscizija: sega v robove
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Rb

dobro diferencirani liposarkom, fibromiksoidni sarkom nizkega gradusa, 

miksofibrosarkom

Rb (ponovitev): izguba v delu celic

ukrepi
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Pomen molekularne diagnostike pri 
gastrointestinalnih stromalnih tumorjih

Molekularna diagnostika v onkologiji:
20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL

11.4.2025

Doc. dr. Mojca Unk, dr. med.
Sektor  onkologije

Onkološki inštitut Ljubljana

Gastrointestinalni stromalni tumorji

• Redek rak v Sloveniji in po svetu:
– Slovenija: incidenca okoli 50 GIST/leto
– najpogostejša mezenhimska neoplazma prebavne cevi (manj kot 1% vseh 

tumorjev prebavil)
–  , zelo redko dedni, lahko v sklopu sindroma
– razlog nastanka?
– izvor: Cajalova celica (telociti, gladke  celice)

Kindblom et at al. Am J Pathol. 1998. 
GIST, gastrointestinalni stromalni tumor

GIST in KIT protein

maligna transformacija

5 vzorcev GIST

sekvenciranje c-KIT komplementarne DNK, 
ki kodira protoonkogeni receptor, tirozinsko 

kinazo KIT

prepoznava mutacije v genskem zapisu za 
transmembransko in tirozin kinazno 

domeno proteina 

konstitutivna aktivacija receptorja 

Science1998 
GIST, gastrointestinalni stromalni tumor106



Mutacije KIT/PDGFA so najpogostejše, niso pa edine 
onkogene spremembe

NCCN guidelines GIST v2.202 li et al. Ann Oncol 2022 Verweij et al. Lancet 2004 Joensuu et al. JAMA Oncol 2020 emetri et al. J Natl Compr Canc Netw 2007 Pierotti et al. 
Nature Reviews Clinical Oncology 2011 et al. Diagnostics (Basel) 2021 Hu et al. Front Oncol 2022 Serrano Br J Cancer 2019.

SDH- sukcinatna dehidrogenaza

 mehanizma onkogeneze 
pravilna klasifikacija in  glede sistemskega zdravljenja

GENSKE SPREMEMBE se medsebojno 

je molekularna diagnostika
pomembna pri GIST?

• o diagnozo in razlikovanje GIST 
od drugih tumorjev

• pomaga pri izbiri zdravljenja

• n

• spremlja napredovanje bolezni in izboljšuje prognozo.

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor

 diagnoza in razlikovanje GIST od 
drugih tumorjev

-  et al. Anal Quant Cytol Histol. 2011 

• morfologija in izvidi
– 95 % GIST je  KIT (CD117) +

•  negativni:  DOG1 +

• potrditev alteracij KIT/PDGFRA pri  90 % GIST z 
molekularno diagnostiko

Difuzna DOG1 pozitivnost pri GISTDifuzna CD117 pozitivnost pri GIST

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor 107



Izbira  zdravljenja

Odzivnost 

Joensuu ebiec-Rychter et al. Eur J Cancer. 2006.

Opis primera

Spremljanje poteka bolezni s  biopsijo

“T inska biopsija" neinvazivno spremljanje onkogenih sprememb v krvi

 ctDNK
v realnem

    
Pomaga pri zgodnjem odkrivanju odpornosti na zdravila
O prilagoditev zdravljenja in izboljšanje .

Arshad et al. JCO Precis Oncol 2020 Schøler et al. Clin Cancer Res 2017 Gomez-Peregrina et al. Curr Treat Opt Oncol 2021
Calderillo-Ruíz. et al Neoplasia 2023. ctDNK, deoksiribonukleinska kislina

ŠE NI REDNA 
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Molekularna diagnostika

• nam je v  pri  opredelitvi diagnoze.

• vpliva na izbiro (sistemskega) zdravljenja GIST.

• o personalizirano terapijo glede na onkogeno spremembo.

• pri t inski biopsiji se bo lahko uporabljala za spremljanje
uspeha zdravljenja in pomaga pri em odkrivanju
odpornosti. 

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor
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Pomen molekularne diagnostike pri raku 

Erik Škof

April 2025

– ni bilo biomarkerja

•1. Ledermann, J. A. et al. Ann. Oncol. 2013 , 2. Bookman, M. A. et al. J. Clin. Oncol. 2009; 3. Burger, R. A. et al. N. Engl. J. Med. 2011; 

•4. Perren, T. J. et al. N. Engl. J. Med. 2011; 5. de Angelis R et al. Lancet Oncol 2014.

1-5

~70% 
ponovitev bolezni

1

~40%
5- 5

10-18 mesecev
2,3,4

OPERACIJA
        +

KEMOTERAPIJA

+    

 (anti VEGF)

40 mesecev
4

Olaparib pri gBRCA -3 – 

• -
• 1. –1392 -

-

Phase III study3

BRCAm

Maintenance 

tablets po 300mg bid

significantly prolonged PFS

Study 19
Phase II study1,2

Maintenance 

capsules po 400mg bid 

significantly prolonged PFS 

Trend towards benefit for overall survival 

EMA od 16.12.2014 FDA od 17.avgust 2017

Mutacija v genih BRCA1/2 – biomarker olaparibom*

Leto 2012 – zametki molekularnega testiranja…

Olaparib* - prvi PARPi (zaviralec poli-110



Olaparib pri gBRCA -3 – 

• -
• 1. –1392 -

-

Study 19

EMA od 16.12.2014 FDA od 17.avgust 2017

Mutacija v genih BRCA1/2 – biomarker olaparibom*

Leto 2012 – zametki molekularnega testiranja…

Olaparib* - prvi PARPi (zaviralec poli-

Olaparib – gBRCA -3

5

olaparibom 

 

• PFS – 
• OS – 

6

Mediani PFS – 56 mesecev

• 5- – 73 mesecev

• 7- –  67 mesecev

Mediani OS – 

BRCA1/2)

EMA odobritev: 18. junij 2019 – olaparib v 1. liniji pri BRCA+ (zarodna ali somatska) 

Iz tumorja (sBRCA)  in/ali krvi (gBRCA)
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niraparibom 

7

– izrazita dobrobit v primeru HRD (ne glede na BRCA status)

Leto 2019 – zametki testiranja HRD* = nadgradnja testiranja genov BRCA1/2 iz tumorja

HRD* - okvara homologne rekombinacije (zajeti geni BRCA1/2 in ostali razlogi za okvaro…)

PAOLA- +  - 

1. Ray-Coquard Ietal.Final overall survival results from the Phase IIIPAOLA-1/ENGOT-ov25trial evaluating maintenance olaparib plus bevacizumab in patients with newly diagnosed advanced ovarian
cancer.Presented at ESMO Congress 2022,Paris,France,September 2022; 2. Ray-Coquard I et al.Olaparib plus bevacizumab as first-line maintenance in ovarian cancer.NEngl JMed. 2019;381:2416–
2428.

Olaparib + bevacizumab:  izrazito izboljšanje PFS and OS pri HRD pozitivnih bolnicah 

mPFS: 47 mes. proti 18 mes. mOS: 66 mes. proti 48 mes.

Leto 2019 – 

HRD* - okvara homologne rekombinacije (zajeti geni BRCA1/2 in ostali razlogi za okvaro…)

– 

• Obdobje 2014 - 2019: testiranje BRCA iz krvi  – PARPi*

• Postopek za pridobitev izvida glede gBRCA mutacije:

• Internist onkolog 
• Genetik   prvo svetovanje (pred testom) + odvzem krvi

• Molekularni  lab. Testiranje krvi + rezultat         

• Genetik   drugi posvet (post testno svetovanje)

• Internist onkolog zdravljenje z olaparibom

• Olaparib za zdravljenje ponovitve 
    (ZZZS odobritev financiranja od februarja 2016)

2-3 mesece

Olaparib* - prvi PARPi (zaviralec poli-112



– 

• Obdobje 2019 do 2023:  testiranje BRCA – za namen  zdravljenja s PARPi“

• Testiranje BRCA  iz tumorja (tBRCA)*   in/ali iz krvi (gBRCA) –  

•  mesecu

•
• posodobljena klin. pot za genetsko svetovanje (Onkologija, december 2021)

• Testiranje BRCA iz krvi opredeli vrsto mutacije BRCA (zarodna ali somatska)
• pomembno za svojce

tBRCA* - tumorsko tkivo (FFPE) – rutinsko,  citološki material (opcija)
NGS**  - next generation sequencing
PARPi“ – zaviralec poli-ADP-riboza polimeraze

Olaparib ali niraparib  za primarno 

Olaparib v 1. liniji - ZZZS odobritev financiranja od oktobra 2020 (za BRCA+)
Niraparib v 1. liniji – ZZZS odobritev od aprila 2021 (ne glede na BRCA)

11

Genotipizacija somatskih mutacij iz tumorskega 
tkiva**

negativen izvid
pozitiven 

izvid
genotipizacija 

Indikacija: 

jajcevodov/ 
PPSC*

test krvi za zarodne 
mutacije

potrditveni test iz 
krvi

nadaljnja 
genetska 

obravnava 
po SOP

genetske 
obravnave 

DA NE

PO
ZI

TI
VE

N

NEGATIVE
N

POZITIVN
A

NE
GA

TI
VN

A

nadaljnja 
genetska 

obravnava 
po SOP

Krajc M, et al. Onkologija 2021

– naše izkušnje

Validacija BRCA testiranja iz tumorja
         (obdobje 2019-2020)

n= 170 bolnic

BRCA testiranje iz tumorja (FFPE) je zanesljivo…

    - tumor: 37/38 tBRCA mut (97%)
    - kri: 26/38 gBRCA mut (68%)

- 13 (8%) bolnic je imelo ne-BRCA HRD gene

1. Ray-Coquard Ietal.Final overall survival results from the Phase III PAOLA-1/ENGOT-ov25 trial evaluating maintenance olaparib plus bevacizumab in patients with newly diagnosed advanced ovarian cancer.
Presented at ESMO Congress 2022, Paris, France,September 2022; 2. Ray-Coquard I et al.Olaparib plus bevacizumab as first-line maintenance in ovarian cancer.N EnglJMed. 2019;381:2416–2428.
3.ESMO OC guidelines 2023, published online, https://doi.org/10.1016/j.annonc.2023.07.011

Leto 2023

• Marec 2023
– ZZZS odobritev zdravljenja s kombinacijo olapariba in bevacizumaba – v skladu z raziskavo 

PAOLA-1 (za HRD pozitivne)

• September 2023
– Testiranje HRD ob diagnozi – naša „inhouse metoda“ – 

• NGS (500 genov) + metilacija BRCA1/2 promotorja

12

– naše izkušnje
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• Od leta 2015 smo zdravili 279 bolnic z olaparibom (analiza februar 2025) 

* Prvi dve bolnici -  november 2015 v sklopu programa „zgodnjega dostopa zdravila“ – ZZZS odobritev za zdravljenje ponovitve bolezni februarja 2016
** Individualna odobritev zdravljenja  v 1. liniji na predlog multidisciplinarnega konzilija od 2019 – ZZZS odobritev za zdravljenje v 1. liniji oktobra 2020
#  olaparib + bevacizumab v 1. liniji zdravljenja (PAOLA-1) – ZZZS odobritev marca 2023 

2015* 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

- - - - 2** 28 26 31 28# 31 6 152

1* 8 14 5 17 11 13 4 10 5 1 89

1* 7 5 3 1 1 0 1 - 1 - 21

- 5 1 - 4 1 2 - 1 - - 17

2 23 21 8 24 41 41 36 39 37 7 279

#  1. linija olaparib + bevacizumab :
 
 - 2023: 6 bolnic
 - 2024: 4 bolnice
 - 2025: 2 bolnici

Naše izkušnje z zdravljenjem z olaparibom 

– naše izkušnje

– 

• Olaparib v 1. liniji uporabljamo od leta 2019*

•
• Dobre izkušnje

• Tablete 150mg – dnevni odmerek je 2x300mg

•
• Blaga slabost, utrujenost, anemija
•

•
• Po dveh letih sledenja – PFS 74%
 (enako kot v SOLO-1)

• Individualna odobritev na predlog multidisciplinarnega konzilija, ZZZS odobritev za 1. linijo oktobra 2020
** - 

– 

• Znanstveni pristop se nadaljuje:  od 2023 dalje…

15

Citološki material je primeren za:

  - BRCA mutacije
  -

   - tkivo (FFPE) ni primerno
   -

zdravljenju ponovitve bolezni z olaparibom …
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• genih BRCA1/2) = standard ob diagnozi

• Zaviralci PARP olaparib, niraparib) pri HRD pozitivnih
• +/- bevacizumab

• BRCA1/2

•  Znanstveni pristop - validacija lastnega dela z objavami v strokovni literaturi
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