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1. UVOD

1.1 Genomsko utiskivanje

Covjek nasljeduje dva alela, jedan od majke i jedan od oca, pri ¢emu su oba alela funkcionalna
za vecinu gena. U odredenim regijama unutar ljudskog genoma, ekspresija specificnih gena ovisi
o roditeljskom podrijetlu, a epigeneticki proces koji je za to odgovoran je genomsko utiskivanje
(Slika 1). Prilikom genomskog utiskivanja dolazi do epigenetskih promjena koje reguliraju
izrazavanje pojedinih gena bez promjene slijeda u molekuli DNA (Bajrami i Spiroski, 2016).
Najucestaliji epigenetski mehanizmi koji dovode do genomskog utiskivanja su de/metilacija
molekule DNA, odnosno dinukleotida CpG (otoka CpG), nekodirajuée RNA te modifikacije
histona. Navedeni mehanizmi dovode do promjene strukture kromatina te utiSavanja gena putem
metilacije promotora ili drugih razli¢ito metiliranih regija (engl. Differentially Methylated Region,
DMR). Osim toga, DMR-ovi mogu djelovati kao kontrolne regije u centrima utiskivanja (engl.
Imprinting Center, IC) (Berland, 2022). Proces genomskog utiskivanja ima vaznu ulogu u
moduliranju skupova slozenih osobina, pocevsi od razvoja embrija i posteljice do obrasca

ponasanja u starijoj zivotnoj dobi (Lawson i sur., 2013).

Slika 1. Shematski prikaz ekspresije utisnutih gena. Na o¢evom (plavi) i maj¢inom (crveni) kromosomu
prikazani su izrazeni i utisnuti aleli. Izrazeni aleli oznaceni su sa strelicama. Metilacija kontrolne regije
utiskivanja (engl. Imprinting Control Region, ICR) dovodi do utiskivanja gena A i izrazavanja gena B sa
ocCevog alela. Odsutnost metilacije (prazan krug na ICR) na maj¢inom kromosomu dovodi do izrazavanja

gena A i utiskivanja gena B s maj¢inog alela. Gen C je bialelno izrazen (preuzeto i prilagodeno prema Kalish
i sur., 2014).



Utisnuti geni organizirani su u utisnute domene koje mogu biti duge i do nekoliko megabaza
(Mb), a omogucéuju koordiniranu regulaciju zajednickim regulatornim elementima. Sadrze utisnute
gene eksprimirane s o¢evog ili majc¢inog alela kao i neutisnute gene te male nekodiraju¢e RNA
(engl. Long Non-coding RNA, IncRNA). Pojedina grupa utisnutih gena je pod kontrolom cis-
regulacijske sekvence kontrolne regije utiskivanja (engl. Imprinting Control Region, ICR) ili centra
utiskivanja. Utisnute domene povezane su s DMR-ovima koje su velike nekoliko kilobaza (kb) i
vrlo bogate dinukleotidima CpG, a karakterizira ih razli¢iti status metilacije DNA izmedu pojedinih
stanica, tkiva ili organizama u istom ili razli¢itom vremenskom razdoblju. Identificirane su dvije
skupine DMR-a: DMR-ovi germinativne linije ili primarni DMR (engl. Germline DMR, gDMR) i
somatski ili sekundarni DMR (engl. Somatic DMR, sDMR). Metilacija gDMR-a uspostavlja se

tijekom gametogeneze, a SDMR-a nakon oplodnje (Ishida i Moore, 2012).

1.1.1 Mehanizmi genomskog utiskivanja

Kod vecine autosoma, izrazavaju se aleli majke i oca. Medutim, u < 1% alela, ekspresija alela
prisutna je samo od jednog roditelja. Na primjer, ekspresija gena za inzulinu-sli¢an faktor rasta
(engl. Insulin-like Growth Factor 2, IGF2) normalno se odvija samo s alela porijeklom od oca.
Tijekom razvoja roditeljskih gameta, obrasci metilacije karakteristicni za utisnute kontrolne regije
se brisu i ponovno postavljaju za prijenos na potomstvo (Bajrami i Spiroski, 2016). Mnogi od
utisnutih gena ukljuceni su u regulaciju prenatalnog i postnatalnog rasta. NajceS¢a epigeneticka
modifikacija koja uzrokuje genomski utisak je metilacija citozina u otocima CpG molekule DNA.
Otoci CpG su slijedovi od najmanje 500 parova baza (pb) u kojima je udio dinukleotida CpG
minimalno 55%, a ¢ine 1-2% genoma. Nalaze se u podru¢ju promotora gena pa njihova metilacija
utjeCe na transkripciju, translaciju i posljedi¢no ekspresiju gena. Metilacija DNA je dodavanje
metilne skupine s davatelja poput S-adenozil-L-metionina na molekulu DNA, to¢nije na citozin
koji je dio dinukleotida CpG. Prijenosom metilne skupine od davatelja nastaje homocistein S-
adenozin, a od citozina citozin 5-metil. Sama metilacija oznacava utiSavanje gena, 0dnosno
njegovu inaktivaciju dok demetilacija gena aktivira gen. Ostale epigeneticke promjene ukljucene
u genomsko utiskivanje su modifikacija histona, fosforilacija, ubikvitinacija i acetilacija (Berland,
2022). Za utisnute gene karakteristicna je monoalelna ekspresija. S obzirom na to da imaju jednu
umjesto dvije izraZene kopije gena, epigenetske promjene u njihovoj ekspresiji dovode do bolesti,

odnosno malformacijskih sindroma (Eggerman i sur., 2015).



1.1.2 Uzroci nastanka poremecaja genomskog utiskivanja

Kod vec¢ine poremecaja genomskog utiskivanja, razlikuju se cetiri skupine molekularnih
promjena: promijenjena metilacija (epimutacija), uniparentalna disomija (engl. Uniparental
Disomy, UPD), varijacije u broju kopija (delecije/duplikacije) i unutargenske mutacije utisnutih
gena. Funkcionalni rezultat u svakom slucaju je neuravnotezena ekspresija utisnutih gena, a

fenotipski ishod ovisi o roditeljskom porijeklu alela zahva¢enog mutacijom.

Promijenjena metilacija citozina moze rezultirati epigenetiCkom promjenom koju nazivamo
epimutacija koja moze deaktivirati gen ili uzrokovati aktivaciju utiSane kopije utisnutog gena.

Ovisno o podrijetlu, mogu se podjeliti na primarne i sekundarne (Slika 2) (Czyz i sur., 2012).

A
MUTACJA -~ > SEKUNDARNA EPIMUTACIJA
LANAC DNA ACAL_AbilA A
METILACIJA OTOKA CpG
B
PRIMARNA EPIMUTACIJA
LANAC DNA

METILACIJA OTOKA CpG

Slika 2. Shematski prikaz primarne i sekundarne epimutacije. A. Mehanizam sekundarne epimutacije:
Promjena DNA u centru za utiskivanje neizravno utjeée i mijenja uzorak metilacije (crni i bijeli trokuti) na
drugom lokusu, koji moze biti u cis ili u trans polozaju. B. U primarnoj epimutaciji, vanjski podrazaj (bilo

da je okolisni ili stohasticki) izravno mijenja metilaciju (preuzeto i prilagodeno prema Czyz i sur., 2012).

Epimutacije su Cesto primarni dogadaji bez prisutnosti drugih genetskih promjena. Primarne
epimutacije Cesto se javljaju nakon oplodnje i dovode do somatskog mozaicizma, a nastaju u
odsutnosti bilo kakve promjene sekvence DNA. Odgovorne su za priblizno 50% slucajeva
poremecaja genomskog utiskivanja. To su hipermetilacija, odnosno pojacanje metilacije (engl.

3



Gain of Methylation, GOM) ili hipometilacija, odnosno gubitak metilacije (engl. Loss of
Methylation, LOM) u IC-u (Soellner i sur., 2017). Medutim, u nekim slu¢ajevima epimutacije
nastaju sekundarno zbog genetskih promjena kao $to su razlike u broju kopija (engl. Copy Number
Variation, CNV) ili razlike jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Variation, SNV) koje

obuhvacaju utisnute gene ili razli¢ito metilirane regije (Czyz i sur., 2012).

Uniparentalna disomija nastaje kada se oba homologa kromosoma nasljeduju od istog
roditelja, a moze se slu¢ajno dogoditi tijekom formiranja jajne stanice ili spermija ili u ranom
razvoju fetusa. Homolog koji sadrzi neaktivan alel rezultira strukturnom disomijom, ali
funkcionalnom nulisomijom (npr. maj¢ina disomija kromosoma 15 u sindromu Prader-Willi (engl.
Prader-Willi Syndrome, PWS) i oceva disomija kromosoma 15 u sindromu Angelman (engl.

Angelman Syndrome, AS).

Razlike u broju kopija gena koje obuhvacaju delecije i duplikacije takoder su ¢esti mehanizam
nastanka bolesti koje nastaju zbog poremecaja genomskog utiskivanja (Slika 3). Naime, delecija
aktivnog nemetiliranog alela oponasa oblik bez ekspresije gena (engl. Loss of Function, LOF), a
duplikacija dovodi do povecane razine ekspresije. Delecija neeksprimiranog alela ne utjeCe na
fenotip, ali se moze prenositi na sljede¢u generaciju. Kod nekih poremecaja genomskog utiskivanja
delecije ¢ine veéinu sluéajeva, npr. kod AS-a i PWS-a. Mogu se pojaviti ,,de novo” ili mogu biti
uzrokovane naslijedenim kromosomskim preraspodjelama (npr. Robertsonova translokacija)
(Bajrami i Spiroski, 2016).

Do danas su toc¢kaste mutacije u utisnutim genima prijavljene samo za sindrom Beckwith-
Wiedemann (engl. Beckwith-Wiedemann Syndrome, BWS), sindrom Russell-Silver (engl. Russell-
Silver Syndrome, RSS) i AS. Kod AS-a toc¢kaste mutacije u genu UBE3A (engl. Ubiquitin-protein
Ligase E3A) javljaju se u priblizno 10-15% slucajeva, a 30% se nasljeduje. Mutacije unutar
kodiraju¢e sekvence gena CDKNI1C (engl. engl. Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1C) mogu
dovesti do razvitka fenotipova karakteristi¢nih za BWS 1 RSS. U 5% sporadi¢nih i 20% obiteljskih
slu¢ajeva BWS-a, nadene su mutacije gena CDKN1C koje su rasporedene po cijelom kodiraju¢em
podru¢ju i uzrokuju gubitak njegove funkcije (Kalish i sur., 2013). Prema dosadas$njim
istrazivanjima mutacije gena CDKN1C koje rezultiraju povecanjem njegove ekspresije uzrokuju
obiteljski RSS. Te se mutacije nalaze u maloj, ocuvanoj regiji gena (PCNA-vezujuca domena) koja

sadrzi 10 aminokiselinskih ostataka (Sabir i sur., 2019). Nasuprot tome, mutacije koje uzrokuju



gubitak funkcije gena IGF2 i klinicku sliku RSS-a obuhvacaju cijeli gen i razli¢ite vrste mutacija
(besmislene, pogresne, pomak okvira citanja, insercije). Vazno je napomenuti da se neke
molekularne promjene mogu dogoditi postzigotno, Sto rezultira mozai¢nom raspodjelom.
Mozaicizam moze prikriti odnos genotip-fenotip, a takoder moze otezati molekularnu dijagnozu

ako analizirano tkivo nije ili je slabo epigenetski modificirano (Binder i sur., 2020).

P M M
DELECLJA UNIPARENTALNA POGRESKA MUTACIJA

DISOMUA UTISKIVANJA GENA

Slika 3. Shematski prikaz mehanizama genomskog utiskivanja. Na slici su prikazani ideogrami
ocevog (P, plava boja) i majcinog (M, ruzicasta boja) kromosoma. Utisnuti gen eksprimiran s oevog alela
prikazan je kao zuti heksagram, a utisnuti gen eksprimiran s majcinog alela prikazan je kao crveni kvadrat.
PatoloSka stanja koja utjeGu na obrazac ekspresije utisnutih gena ukljuéuju deleciju kromosoma, ocevu
uniparentalnu disomiju (prisutna dva kromosoma naslijedena od oca, a gubi se kopija gena eksprimiranog s
majcinog alela), pogresku utiskivanja (rezultat epigenetske disregulacije bez promjene sekvence DNA) i

mutaciju gena (preuzeto i prilagodeno prema Chao i sur., 2022).



1.2 Bolesti uzrokovane genomskim utiskivanjem

Bolesti koje nastaju zbog poremecaja genomskog utiskivanja u opc¢oj populaciji se rijetko
pojavljuju, a karakteriziraju ih vrlo teSke klinicke slike prvenstveno zahvacajuéi rast djeteta,
metabolizam, razvitak zivéanog sustava (Eggerman i sur., 2015), poremecene prehrambene navike,
smanjene intelektualne sposobnosti te povecan rizik od nastanka tumora. Iako vecina poremecaja
dijeli slicne molekularne i klinicke karakteristike, svaka bolest se smatra zasebnim entitetom.
Simptomi specifi¢ni za svaki sindrom prisutni SU od rodenja te u ranom djetinjstvu, ali se takoder
mogu identificirati u prenatalnom razdoblju djetetova zZivota (Elbracht i sur., 2020). Malformacijski
sindromi koji nastaju zbog epigenetskih i genetskih promjena i koji ¢e u ovom radu biti detaljno
razradeni su PWS i AS (posljedica poremecaja genomskog utiskivanja na kromosomu 15) te BWS

I RSS (posljedica genomskog utiskivanja na kromosomu 11) (Bajrami i Spiroski, 2016).

1.2.1. Struktura i geni kromosomske regije 15911.2-q13

Regija 15011.2-q13 odgovorna je za nastanak PWS-a i AS-a. Moze se podijeliti u Cetiri
podregije kao $to je vidljivo na Slici 4, a to su:
1. Podregija koja sadrzi Cetiri biparentalno izraZzena gena:
e NIPA1 (engl. Non-imprinted in Prader-Willi/Angelman Syndrome Region Protein 1)
e NIPA2 (engl. Non-imprinted in Prader-Willi/Angelman Syndrome Region Protein 2)
e CYF1P1 (engl. Cytoplasmic FMRL1 Interacting Protein 1)
e GCP5 (engl. Tubulin Gamma Complex Component 5)
2. Podregija PWS koja sadrzi gene koji se eksprimiraju s o¢evog kromosoma 15:
e MKRN3 (engl. Makorin Ring Finger Protein 3)
e MAGEL?2 (engl. MAGE Family Member L2)
e NDN (engl. Necdin Protein)
e Dicistronski SNURF-SNRPN (engl. SNRPN Upstream Reading Frame Protein)
e C150rf2 (engl. Chromosome 15 Open Reading Frame 2)
o mali nukleolarni RNA geni (engl. Small Nucleolar RNA, snoRNA)
e nekoliko ,,antisense” transkripata (ukljucujuéi ,,antisense” transkript za UBE3A)
3. Podregija AS koja sadrzi gene UBE3A i ATP10A (engl. ATPase Phospholipid Transporting 10A)

koji se eksprimiraju s majcinog kromosoma 15



4. Neutisnuta podregija koje sadrzi grupu od:
e tri gena GABA receptora
e gen za okulokutani albinizam tipa 2 (engl. (engl. Oculocutaneous Albinism 11, OCA2)
e gen HERC2 (engl. engl. HECT And RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase
2) (Cassidy i sur., 2012)

Neutisnuta regija Regija PWS Regija AS Neutisnuta regija
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Slika 4. Shematski prikaz kromosomske regije 15911-2-g13. Podregija PWS (prikazana plavom
bojom) sadrzi gene MKRN3, MAGEL2, NECDIN i SNURF-SNRPN i 6 snoRNA gena koji su eksprimirani
samo s ocevog alela . Geni UBE3A i ATP10A (prikazani naran¢astom bojom), koji se nalaze u AS podregiji,
eksprimiraju se s maj¢inog alela.. Bipartitni centar za utiskivanje nalazi se proksimalno od bicistroni¢kog
SNURF-SNRPN gena i unutar 2,5 Mb PWS/AS utisnutog podru¢ja. Skupina gena GABA receptora
(GABRB3, GABRAS5 i GABRG3), OCA2 i HERC2 nije utisnuta i imabiparentalnu ekspresiju (prikazano
zelenom bojom). Valovite okomite crte oznacavaju 5 specifi¢nih mjesta loma tzv. tocke loma (engl.
breakpoints, BP), BP1do BP5. Uobi¢ajena mjesta loma su BP1 do BP3, a u rijetkim slu¢ajevima delecija
obuhvaca distalna mjesta loma BP4 ili BP5. Izmedu BP1 i BP2 nalaze se Cetiri , neutisnuta gena, NIPA1,
NIPA2, CYFIP1 i GCPS5. Delecija tipa | proteze se od BP1 do BP3, a delecija tipa |1l od BP2 do BP3

(preuzeto i prilagodeno prema Cassidy i sur., 2012).

Izrazavanje utisnutih gena u regiji kromosoma 15q11.2-q13 kontrolira bipartitni centar za
utiskivanje koji ukljucuje egzon 1 gena SNURF-SNRPN. U slu¢aju nastanka PWS-a, ovaj gen

podlijeze diferencijalnoj metilaciji otoka CpG, pri ¢emu otok CpG na oCevom alelu ostaje



nemetiliran dok se regija na alelu koja se nasljeduje od majke metilira (Chamberlain i Lalande,
2010). Nadalje, gen NDN je ukljucen u regulaciju duljine aksona sredi$njeg Ziv€anog sustava te se
smatra da ima ulogu u regulaciji brzine disanja. Gen MAGEL?2 kodira protein koji se nalazi u
hipotalamusu mozga, a novija istrazivanja pokazuju da moze biti uklju¢en u poremecaje autisticnog
spektra. Ovaj gen regulira pravilan cirkadijalni ritam, razvoj strukture mozga te reprodukciju i
plodnost. Gen MKRN3 stvara specifi¢ne proteine koji se nazivaju makorini, a oni su ukljuéeni u
regulaciju hormona i preuranjeni pubertet (Angulo i sur., 2015). Novija istrazivanja pokazuju da je
grupa gena SNORD116 klju¢na za visestruke klinicke znacajke PWS-a, kao Sto su infantilni
problemi s hranjenjem, neonatalna hipotonija, brzo dobivanje na tjelesnoj tezini do druge godine
starosti, hiperfagija, hipogonadizam, kasnjenje u razvoju/intelektualna nesposobnost te problemi s
govorom 1 ponaSanjem. Ipak, tocna funkcija svakog od gena koji su vazni pri odredivanju fenotipa
PWS-a jos uvijek nije u potpunosti razja$njena, dok je u slu¢aju AS-a poznato da su mutacije gena
UBE3A odgovorne za nastanak gotovo svih glavnih klini¢kih kriterija prema kojima se
dijagnosticira sindrom (Cassidy i sur., 2012).

Kromosomska regija 15q11.2-q13 podlozna je strukturnim preraspodjelama kao $to su
delecije, translokacije i duplikacije zbog prisutnosti ponavljanja s malim brojem kopija (engl. Low-
copy Repeats, LCRs). Sekvence LCR dugacke su otprilike 250-400 kb te uzrokuju nehomologno
uparivanje i promijenjenu rekombinaciju regije 15911.2-q13 tijekom mejoze. Postoji pet
specifiénih mjesta lomova tzv. tocki lomova (engl. breakpoints) duz dugog kraka kromosoma 15,
atosu BP1, BP2, BP3, BP4 i BP5. Dvije glavne tocke loma, BP1 i BP2, nalaze se blize centromeri.
BliZe telomeri se nalazi naj¢e$¢a to¢ka loma BP3. U rjedim slucajevima, prisutne su tocke loma
BP4 i BP5. Ovisno o veli¢ini delecije i mjestu na kojem se nalazi to¢ka loma, postoje dvije vrste
karakteristi¢nih delecija, tip 11 tip II. Delecija tipa I se proteze se od BP1 do BP3 (veli¢ine oko 6
Mb), a delecija tipa 1l od BP2 do BP3 (oko 5,3 Mb). Budu¢i da je delecija tipa I veca i obuhvaca
dodatna 4 neutisnuta gena, povezana je sa ve¢im brojem poremecaja i tezom klinickom slikom
(Cheon, 2016).

1.2.1.1 Sindrom Prader-Willi

Sindrom Prader-Willi je slozeni neurorazvojni poremecaj s prevalencijom nastanka 1:20 000.

Ime je dobio prema Svicarskim znanstvenicima Andrei Praderu i Heinrichu Williju koji su ga prvi



opisali 1956. godine (Butler, 2023). Osobe oboljele od PWS-a imaju vrlo tesku klini¢ku sliku, a

glavni i sporedni dijagnosticki kriteriji prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Dijagnosticki kriteriji za sindrom Prader-Willi"

GLAVNI KRITERIJI (N =12) SPOREDNI KRITERIJI (N = 6)

Neonatalna infantilna hipotonija Smanjeno kretanje fetusa i slab plac u djetinjstvu

Problemi s hranjenjem u djetinjstvu Problemi u ponasanju (izljevi bijesa,
agresivnost)

Prekomjerno dobivanje na tjelesnoj tezini | Poremecaj spavanja

Dolihocefalija Niski rast (nedostatak hormona rasta)

Usko lice Hipopigmentacija (svjetla kosa i koza)

Uski bifrontalni promjer Male Sake 1 stopala

Bademaste o¢i

Mala usta s tankom gornjom usnicom
Spusteni kutevi usana

Hipogonadizam

Blaga do umjerena mentalna retardacija
Opsjednutost hranom

“preuzeto i prilagodeno prema Holm i sur., 1993

Kratice: N — broj glavnih i sporednih klini¢kih kriterija za sindrom Prader-Willi

1.2.1.1.1 Molekularna osnova sindroma Prader-Willi

Sindrom Prader-Willi, odnosno, nedostatak funkcionalne o¢eve kopije regije 15q11-13 (Slika
5), moze biti posljedica:

e de novo delecije 15911-g13 o¢evog podrijetla

e majcine uniparentalne disomije

e poremecaja utiskivanja (o¢ev kromosom ispoljava majcin utisak)

Najces¢i uzrok nastanka PWS-a je delecija ocevog kromosoma 15 u regiji 15q11.2-q13,
veli¢ine 5-6 Mb, Sto pogada 65-75% oboljelih. Kod priblizno 8% PWS-a prisutna je delecija
atipi¢ne veliéine (tj. nije tipa I ili II) razli¢ite etiologije. Na primjer, rijetki uzrok takve delecije
moze biti rezultat nebalansirane translokacije (Kim i sur., 2012). Delecije koje se veli¢inom
razlikuju od tipi¢nih delecija nadenih kod PWS-a mogu uzrokovati drugaciji fenotip Sto je od

vaznosti u odredivanju odnosa genotip-fenotip (Butler, 2023).
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Slika 5. Shematski prikaz molekularnih uzroka nastanka sindroma Prader-Willi. A. Delecija: dio
kromosoma 15 naslijeden od oca nedostaje ili je izbrisan u PWS problemati¢noj regiji. B. Pogreska
utiskivanja: mutacija u regiji PWS uzrokuje neaktivnost genetskog materijala o¢evog kromosoma 15. C.
MajcCina uniparentalna disomija: osoba naslijedi dvije kopije kromosoma 15 od majke, a nijednu od oca

(preuzeto i prilagodeno prema Webl1).

Takoder, do nastanka bolesti moze do¢i zbog maj¢ine UPD-e na kromosomu 15 §to je slucaj
kod 20-30% pacijenata. Istrazivanja su pokazala da je nastanak majc¢ine UPD-e povezan s
poodmaklom dobi majke (Cassidy i sur., 1997). Majc¢ina UPD u PWS-u je karakterizirana
nasljedivanjem obje kopije homologa 15 od majke, umjesto jedne majCine, a jedne oceve kopije.
Ona je u vedini slu¢ajeva heterodisomicna i posljedica je greSke u mejozi u maj¢inim gametama.
Javlja se kao posljedica nerazdvajanja tijekom mejoze I u gametama majke i zatim gubitka oCevog
kromosoma 15 nakon oplodnje, u tzv. ,,rescue” (spasavaju¢em) dogadaju, kojim se izbjegava
spontani pobacaj ranog embrija kojeg bi uzrokovala trisomija kromosoma 15 (Angulo i sur., 2015).
Jedan od uzroka UPD-e kromosoma 15 moze biti mali prekobrojni marker porijeklom od
kromosoma 15, koji sadrzi kriticnu regiju PWS/AS. Procjenjuje se da je oko 5% malih prekobrojnih

marker kromosoma povezano s UPD-om.

Otprilike 1-3% slucajeva PWS-a je uzrokovan poremec¢ajem utiskivanja u uzem smislu. U

vecini slucajeva uzrok je epimutacija koju karakterizira biparentalno nasljedivanje kromosoma 15,
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ali s maj¢inim obrascem metilacije. U navedenim epimutacijama nisu nadene promjene u sekvenci
DNA i smatraju se slu¢ajnim pogreskama u procesu utiskivanja ili u ranoj embriogenezi u rijetkim

slu¢ajevima somatskog mozaicizma (Kalsner i Chamberlain, 2015).

Medutim, kod oko 15% slucajeva utvrdena je vrlo mala delecija (7,5 do >100 kb) u PWS IC
regiji smjestenoj na 5' kraju SNRPN gena i promotora. Kod otprilike 50% takvih sluc¢ajeva delecija
IC-anaslijedena je od zdravog oca koji ima deleciju IC na kromosomu 15 naslijedenom od njegove
majke. Drugih 50% slucajeva cine delecije IC-a na kromosomu 15 naslijedenom od oca koje

nastaju ,,de novo®, a mogu nastati tijekom spermatogeneze ili nakon oplodnje (Ohta i sur., 1999).

1.2.1.2 Sindrom Angelman

Ovaj sindrom prvi je opisao znanstvenik Harry Angelman 1965. godine, a ucestalost bolesti je
1:12 000. Klinicka slika bolesnika vrlo je kompleksna (Tablica 2) (Bird, 2014).

Tablica 2. Dijagnosti¢ki kriteriji za sindrom Angelman”

GLAVNI KRITERUJI (N =10)

SPOREDNI KRITERIJI (N =5)

Intelektualne poteskoce

Skolioza

Poremecaji u kretanju (Sirok hod , ruke
uzdignute u vis)

Hipopigmentacija

Nerazvijen govor

Pojacana osjetljivost na toplinu

Karakteristicno ponaSanje (izraZen smijeh,
uzbudenost)

Poremecaji u rastu

Napadaji

Siroka i velika usta

Mikrocefalija

Siroko razmaknuti zubi

Poremeceni elektroencefalogram

Problemi s hranjenjem

Fascinacija vodom i zguZvanim predmetima

Poremecaji spavanja

“preuzeto i prilagodeno prema Bird, 2014

Kratice: N —broj glavnih i sporednih klini¢kih kriterija za sindrom Angelman

1.2.1.2.1 Molekularna osnova sindroma Angelman

Sindrom Angelman, odnosno, nedostatak funkcionalne maj¢ine kopije regije 15q11-13 (Mabb

i sur., 2011), moze nastati kao rezultat:
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e .de novo” delecije 15911-13 maj¢inog podrijetla
e tockaste mutacije gena UBE3A unutar regije 15911-q13
e ocev metilacijski obrazac na maj¢inom kromosomu 15

e oceve uniparentalne disomije

Gen UBES3A je u zdravim neuronima utisnut, odnosno transkripcijski inaktiviran na alelu koji
potjece od oca, a aktivan je samo na alelu koji potjece od majke. Dakle, izrazava se S majc¢inog
alela u zrelim neuronima (Slika 6), dok se bialelno izrazava u perifernim stanicama, gliji i nezrelim
neuronima. Ovaj gen kodira za E3 ubikvitin ligazu koja spaja ubikvitinske skupine u jedinstveni
skup proteina. Takvi ubikvitirani proteini razgraduju se kroz sustav ubikvitin-proteasom (Sell i
Margolis, 2015).
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Slika 6. Shematski prikaz utiskivanja gena UBE3A kod sindroma Angelman. A. Unutar
kromosomske regije 15911-q13 gen UBE3A majéinski je utisnut u mozgu. B. Oc¢inski eksprimirani
»antisense” transkript (UBE3A-ATS) zapodinje u nemetiliranom centru za utiskivanje (crveni krug)
oc¢inskog alela i preklapa se s UBE3A, utiSavajuci ofinsko izrazavanje gena u mozgu. Utiskivanje rezultira
izraZzavanjem isklju¢ivo majéinskog alela u mozgu jer je maj¢inski centar za utiskivanje metiliran (zeleni

krug) (preuzeto i prilagodeno prema Khatri i Man, 2019).

Put ubikvitin-proteasom vazan je za pravilan prijenos signala u stanicama, napredovanje
stani¢nog ciklusa, regulaciju transkripcije i popravak molekule DNA. Takoder, vazan je za
regulaciju sinaptic¢ke plasti¢nosti te regulaciju rasta dendrita (Dagli i sur., 2011). Medutim, zbog

mutacije gena UBE3A, kod AS-a ne dolazi do pravilne ubikvitinacije §to dovodi do smanjene razine
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protein supstrata za UBE3A. Takva promjena u razini supstrata povezana je s raznoliko$¢u
fenotipova AS-a te razvojem autizma (Sell i Margolis, 2015). Postoji vise od 60 mutacija gena
UBES3A, a njih ¢ak 60-70% ukljucuje duplikacije i mikrodelecije koje dovode do pomicanja okvira
¢itanja. Oko 25% mutacija ovog gena ukljucuje ,,missense” i ,,nonsense” mutacije, velike delecije

i slozene preraspodjele (Dagli i sur., 2011).

1.2.2 Struktura i geni kromosomske regije 11p15.5-11p15.4

Kromosomska regija 11p15.5-11p15.4 obuhvaca sljedec¢e domene:

e telomerna domena koja obuhvaca gene:
o H19 (engl. H19 Imprinted Maternally Expressed Transcript)
o IGF2 (engl. Insulin Like Growth Factor 2)

e centromerna domena koja obuhvaca gene:
o KCNQ1OT1 (engl. KCNQ1 opposite strand/antisense transcript 1)
o KCNQL1 (engl. Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily Q Member 1)
o CDKNI1C (engl. Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1C)

Sindrom Beckwith-Wiedemann i sindrom Russell-Silver uzrokuju molekularne promjene
unutar grupa utisnutih gena kromosomske regije 11p15.5-11p15.4. U toj regiji postoje dvije
funkcionalno neovisne domene — telomerna i centromerna, a svaka ima vlastitu kontrolnu regiju
utiskivanja. Monoalelnu ekspresiju utisnutih gena, ovisno o roditeljskom porijeklu) reguliraju
DMR-ovi. Svaka domena kontrolirana je svojom ICR (kontrolna regija utiskivanja 1 (engl.
Imprinting Control Region 1, ICR1) u telomernoj regiji i kontrolna regija utiskivanja 2 (engl.
Imprinting Control Region 2) u centromernoj regiji) i razli¢ito je metilirana.

Telomerna domena sadrzi ICR1, koja se nalazi 2 kb uzvodno od gena. Ona regulira ekspresiju
gena H19, koji kodira INcRNA i eksprimira se s maj¢inog alela i gena IGF2, a on kodira faktor
rastai eksprimira se s ocevog alela. Regija ICR1 je metilirana isklju¢ivo na o¢evom alelu. CCCTC-
vezujuci faktor (CTCF) visoko je ocuvan protein cinkovog prsta i najpoznatiji je kao transkripcijski
faktor. Moze funkcionirati kao aktivator transkripcije, represor ili izolatorski protein, blokirajuci
komunikaciju izmedu pojacivaca i promotora. Ima vaznu ulogu u utiSavanju gena IGF2, tako sto
se veze na ICR1. Na majc¢inom alelu, ICR1 je nemetilirana i na nju se moze vezati izolator protein

CTCF koji sprjecava aktivaciju promotora IGF2, a to rezultira utiSavanjem IGF2 i aktivacijom
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H19 gena. Na oc¢inskom alelu, CTCF koji je osjetljiv na metilaciju ne moze se vezati na metilirani
ICR1, $to rezultira aktivacijom IGF2 i utisavanjem H19 (Maeda i sur., 2014). Gen H19 kodira
IncRNA koja se eksprimira s majcinog alela u embriju 1 posteljici, dok je u vecini tkiva utiSana
nakon rodenja (osim u sr¢anom i skeletnom misic¢u). Takoder, moze imati ulogu u supresiji i
stvaranju tumora. Gen IGF2 je ¢imbenik rasta koji se eksprimira s o¢evog alela u embriju i
posteljici, a bialelno je eksprimiran u jetri nakon djetetova rodenja (Wang i sur., 2020). Povecana
ekspresija IGF2 tijekom fetalnog i ranog djetinjstva dovodi do prekomjernog rasta, $to je jedna od
glavnih zna¢ajki BWS-a (Choufani i sur., 2013).

Centromerna domena ukljucuje ICR2 koja regulira ekspresiju nekoliko gena, ukljucujuci
KCNQ1OT1, KCNQ1 i CDKNI1C. Takoder se moze nazivati razli¢ito metiliranom regijom 2 (engl.
Differentialy Methylated Region 2, DMR2) (Fontana i sur., 2021). Centromernu domenu kontrolira
DMR pocetnog mjesta transkripcije KCNQ1OT1, a nalazi se na 5' kraju KCNQ1OT1 i ukljuéuje
regiju promotora za KCNQ1 (Choufani i sur., 2013). Gen KCNQI se izrazava s alela porijeklom
od majke tijekom rane embriogeneze, a kodira a-podjedinicu kalijevog kanala. Postaje bialelno
izrazen tijekom fetalnog razvoja. Gen KCNQ1OT1 kodira IncRNA koja je izraZena s ocevog alela
te predstavlja ,,antisense” transkript za KCNQ1 (Fontana i sur., 2021). Zajedno s ICR2 kontrolira
ekspresiju gena unutar svoje domene. Gen CDKN1C kodira G1 inhibitor kinaze ovisan o ciklinu te
regulira rast i proliferaciju stanica, a izrazava se u embriju i posteljici, kao i u postnatalnom
razdoblju (Choufani i sur., 2013). Na maj¢inom alelu je ICR2 metilirana, a na o¢evom alelu je
nemetilirana. Ekspresija utisnutog gena KCNQ1OT1 je majcinski utiSana, a ofinski izrazena, a
CDKN1C/KCNQ1 su majcinski izrazeni i o¢inski utisani. Dakle, kod zdravih osoba, alel ICR1 oca
je metiliran dok je alel ICR1 majke nemetiliran. Ocev ICR2 alel je nemetiliran dok je majcin ICR2
alel metiliran. Stoga se putem alela oca izrazavaju IGF2 i KCNQ1OT1, dok se putem alela majke
izrazavaju H19 i CDKN1C.

1.2.2.1 Sindrom Beckwith-Wiedemann

Sindrom Beckwith-Wiedemann je tzv. sindrom prekomjernog rasta kojeg su prvi put klinicki
opisali ameri¢ki pedijatarijski patolog John Bruce Beckwith 1963. godine i njemacki pedijatar
Hans-Rudolf Wiedemann 1964. godine, neovisno jedan o drugome. Molekularna etiologija ove
bolesti je vrlo slozena pa je sindrom redefiniran kao Beckwith-Wiedemannov spektar (BWSp).

Stoga, bolest obuhvaca pojedince koji ispunjavaju kriterije BWSp-a s molekularnim nalazom, ali
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moze ukljucivati i pojedince s atipicnom prezentacijom bolesti (ispunjavaju kriterije prema
klini¢koj slici, ali bez potvrdene molekularne dijagnoze BWS-a). Naposlijetku, trecu skupinu
obuhvacaju pojedinci koji prema klinickoj slici (osim prekomjernog rasta) ne ispunjavaju Kriterije,
ali je kod njih otkrivena molekularna anomalija u regiji kromosoma 11p15.5p15.4 Prevalencija
nastanka bolesti je 1:10 000 (Wang i sur., 2020). Klinicka slika BWS-a vrlo je teska, §to je
prikazano u Tablici 3 (Berland, 2023).

Tablica 3. Dijagnosticki kriteriji za sindrom Beckwith-Wiedemann”

GLAVNI KRITERUJI (N=7) SPOREDNI KRITERIJI (N =9)

Makroglosija Naevus flammeus na Celu

Makrosomija Neonatalna hipoglikemijaa

Omfalokela Velika porodajna tezina

Embrionalni tumori Dijastaza rektusa

Zarezi na u§nim resicama Umbilikalna hernija

Poremecaji u radu bubrega i mokraénog | Kardiomiopatija

sustava

Poteskoce trbusnog zida Organomegalija
Karakteristi¢ne grube crte lica
Polidaktilija

“preuzeto i prilagodeno prema Fontana i sur., 2021)

Kratice: N — broj glavnih i sporednih klini¢kih kriterija za sindrom Beckwith-Wiedemann

Djeca oboljela od BWS-a podlozna su nastanku embrionalnih tumora, a koji ¢e se tumor razviti
ovisi 0 molekularnom uzroku nastanka bolesti pa tako bolesnici s poja¢anom metilacijom IC1
imaju predispoziciju za nastanak Wilmsovog tumora bubrega, dok bolesnici s hipometilacijom 1C2
imaju predispoziciju za nastanak hepatoblastoma. Osobe s mutacijom gena CDKN1C

predisponirani su nastanak neuroblastoma (Eggerman i sur., 2022).

1.2.2.1.1 Molekularna osnova sindroma Beckwith-Wiedemann

Sindrom Beckwith-Wiedemann moze nastati kao rezultat:
e promijenjene metilacije DNA u regiji 11p15
o hipometilacija majé¢ine ICR2 (50-60%)
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o hipermetilacija maj¢ine ICR1 (5-10%)
e ocCeve uniparentalne disomije (20%)
e tockaste mutacije gena CDKN1C na majé¢inom alelu (5%)
e delecije, duplikacije i translokacije u regije 11p15 (< 5%)

Molekularni mehanizami koji dovode do nastanka BWS-a prikazani su na Slici 7.

NORMALNO
o IGF2 ‘
PAT H19 C CDKNiC
KCNQ1
B IC1 GOM
s
PAT H19 { CDKN1C
KCNQ1
c IC2 LOM
MAT IGF2 CDKN1C
KCNQ1
PAT H19 CDKN1C
D pUPD 11p15
PAT H19 ¢ ; CDKN1C
KCNQ1
PAT H19 : CDKNIC
E CDKN1C mutations
_— iGF2 [ copic |
PAT H19 ¢ CDKNIC
[ 1 N o o N | *0 TYY
IZRAZENI GENI [ RANSKR mm:l?cus NEIZRAZENI GENI M' Enuztmm METILACIA
KONTROLNA REGIWA

Slika 7. Shematski prikaz molekularnih mehanizama koji dovode do nastanka sindroma Beckwith-
Wiedemann. A. U normalnim stanicama, o€inski alel je metiliran u IC1, a maj¢inski alel je metiliran u IC2.
B. U IC1 pojacanju metilacije (IC1 GOM) i maj¢in i ocev alel su metilirani na IC1, $to dovodi do smanjene
regulacije H19 i prekomjerne ekspresije IGF2. C. Kod IC2 gubitka metilacije, maj¢in alel gubi metilaciju
na IC2, §to dovodi do prekomjerne ekspresije KCNQ1OT1 i smanjene regulacije CDKN1C. D. Kod o¢inske
uniparentalne disomije 11p15 postoje dvije kopije ofevog kromosoma, §to dovodi do prekomjerne
ekspresije IGF2 i smanjene ekspresije CDKN1C. E. Mutacije gena CDKN1C majke mogu dovesti do
gubitka funkcije (preuzeto i prilagodeno prema Wang i sur., 2020).
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1.2.2.2 Sindrom Russell-Silver

Ovaj sindrom opisali su Henry Silver 1953. godine te Alexander Russell 1954. godine,
neovisno jedan o drugome, a glavni i sporedni dijagnosti¢ki kriteriji RSS-a prikazani su u Tablici
4 (Gunap, 2016).

Tablica 4. Dijagnosticki kriteriji za sindrom Russell-Silver”

GLAVNI KRITERIJI (N = 6) SPOREDNI KRITERIJI (N = 11)
Maleni za gestacijsku dob Trokutasto lice

Postnatalni zastoj u rastu Odgodeno zatvaranje prednje fontanele
Relativna mikrocefalija Mikrognatija

Frontalno ispupcenje i istaknuto ¢elo LoSa denticija

Asimetrija dijelova tijela Spusteni kutevi usana

PoteSkoce s hranjenjem (nizak indeks tjelesne | Visok 1 piskutav glas

mase)

Klinodaktilija 5. prsta
Skolioza

Pretjerano znojenje
Nerazvijen govor
Nerazvijena motorika

“preuzeto i prilagodeno prema Ishida, 2016

Kratice: N — broj glavnih i sporednih klini¢kih kriterija za sindrom Russell-Silver

1.2.2.2.1 Molekularna osnova sindroma Russell-Silver

Sindrom Russell-Silver je klinicki i geneti¢ki heterogeni poremecaj jer su u nastanak bolesti
ukljuceni kromosomi 7, 11 i 14. Genetski i epigenetski poremecaji mogu se dijagnosticirati kod
50% pacijenta sa specifi¢énim klini¢kim obiljezjima za RSS (Eggerman i sur., 2010). Molekularni
uzroci nastanka ovog sindroma vidljivi na slici su:

e epigenetske promjene u kontrolnoj regiji za utiskivanje H19/IGF2 (38%) (Slika 8)
e majcina uniparentalna disomija kromosoma 7 (10%)

e submikroskopske kromosomske aberacije (1%)
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Slika 8. Shematski prikaz utisnutih domena kromosomske regije 11p15 odgovornih za nastanak
sindroma Russell-Silver. a. Plavi pravokutnici predstavljaju o€inski izrazene gene IGF2 i KCNQ1OT1.
Crveni pravokutnici predstavljaju majcinski izraZzene gene CDKN1C, KCNQL i H19. Elipse oznacavaju
DMR-ove — tamnosive elipse predstavljaju metilirane DMR-ove, dok elipse beZz boje predstavljaju
nemetilirane DMR-ove. b. Struktura H19/IGF2 IG-DMR. Ova DMR sadrzi kratke ponavljaju¢e blokove
sekvenci i sadrzi sedam veznih mjesta za CTCF (zeleni krugovi). Vezanje CTCF-a na nemetilirani majcin
DMR blokira interakcije izmedu IGF2 promotora i pojacivaca nizvodno od H19, §to rezultira maj¢inom
ekspresijom H19. Metilacija ICR1 na o¢inskom alelu sprje¢ava vezanje CTCF-a, omogucujuci interakciju
izmedu IGF2 promotora i pojacivaca, a time i o¢insku ekspresiju IGF2. Bez trokuti oznac¢avaju nemetilirana
mjesta vezanja CTCF-a. Tamnosivi trokuti oznacavaju metilirana CTCF mjesta vezanja (preuzeto i

prilagodeno prema Wakeling i sur., 2016).

Majc¢ina UPD kromosoma 7 uzrok je nastanka bolesti kod 10% oboljelih. Pretpostavlja se da
je postnatalni zastoj u rastu oboljelih povezan sa utisnutim genima na kromosomu 7. Gen Koji
podlijeze utiskivanju u kromosomskoj regiji 7p12.1 je GRB10 (engl. Growth Factor Receptor-
Bound Protein 10). Mutacija gena GRB10 uzrokuje zastoj u postnatalnom rastu, makrocefaliju i
kasnjenje u razvoju, $to se smatraju glavnim fenotipskim karakteristikama RSS-a. Osim GRB10,
postoji utisnuti gen MEST (engl. Mesoderm-specific Transcript Homolog Protein) u kromosomskoj
regiji 7q32. Smatra se da ovaj gen igra kljunu ulogu u prenatalnom rastu djeteta te se moze
povezivati fenotipskim karakteristikama poput trokutastog lica te kasnjenja u razvoju (Eggerman i
sur., 2019). Predmet proucavanja je i kromosomska regija 14q32 gdje se nalazi gen MEG3, a u
kojoj dolazi do mikrodelecija i hipometilacije. Rezultat toga je nastanak Temple sindroma koji se
klinicki preklapa sa RSS-om ukljucujuéi nisku tjelesnu masu pri rodenju, kasnjenje u razvoju,

hipotoniju i nedostatak motorickih vjestina (Wakeling i sur., 2016).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1.

Analizirati broj kopija i metilacijski status gena MKRN3, MAGEL2, NDN, SNRPN, UBE3A,
ATP10A, GABRB3 i OCA2 kod ispitanika sa sumnjom na PWS.

Analizirati broj kopija i metilacijski status gena MKRN3, MAGEL2, NDN, SNRPN, UBE3A,
ATP10A, GABRB3 i OCA2 kod ispitanika sa sumnjom na AS.

Odrediti broj kopija i metilacijski status gena H19, IGF2, CDKN1C, KCNQ1 kod ispitanika
sa sumnjom na BWS.

Odrediti broj kopija i metilacijski status gena H19, IGF2, CDKN1C, KCNQ1 kod ispitanika
sa sumnjom na RSS.

Analizirati broj kopija i metilacijski status gena GRB10, MEST i MEG3 kod ispitanika sa
sumnjom na RSS.

U skupini ispitanika s promijenjenim brojem kopija gena i/ili metilacijskim statusom, za
svaki od navedenih sindroma napraviti usporedbu fenotipa ovisno o molekularnom
mehanizmu nastanka bolesti.

Usporediti fenotip ispitanika kod kojih nije nadena promjena u broju kopija gena i/ili
metilacijskog statusa sa skupinom ispitanika kod kojih je ista otkrivena.

Usporediti dobivene rezultate s rezultatima iz literature.

Hipoteza ovog istrazivanja je da rano i pouzdano otkrivanje to¢nog geneti¢kog uzroka (delecija,

UPD 1 greSke utiskivanja) sindroma nastalih zbog poremecaja genomskog utiskivanja primjenom

tehnike molekularne citogenetike omogucuje bolje pracenje i genetsko savjetovanje bolesnika u

svrhu pruzanja u€inkovite individualne terapije.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Ispitanici

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 104 nesrodnih ispitanika S uputnom dijagnozom za PWS, AS,
BWS i RSS upucenih iz Klinike za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb (Tablica 5). Za
sve je ispitanike pribavljen informirani pristanak roditelja (skrbnika) te pohranjen u arhiv

laboratorija.

Svim bolesnicima uzeto je 5 ml periferne venske krvi s antikoagulansom EDTA iz koje se
izolirala molekula DNA. Uzorci su prikupljeni u svrhu analize broja kopija i metilacijskog statusa
gena koji podlijezu procesima genomskog utiskivanja, a Koji su specifi¢ni za pojedini sindrom
(detaljno su navedeni u poglavlju 2) te su pohranjeni u laboratoriju Odjela za citogenetiku KBC-a
Zagreb do analize primjenom metode MS-MLPA.

Tablica 5. Ispitanici ukljuéeni u istrazivanje s uputnim dijagnozama za sindrom Prader-Willi,

sindrom Angelman, sindrom Beckwith-Wiedemann i sindrom Russell-Silver

DIJAGNOZA DJEVOJCICE DJECACI

PWS (N = 41) 18 23
AS  (N=10) 1 9
BWS (N =23) 13 10
RSS (N =30) 12 18
UKUPNO 104 43% 57%

Kratice: N — ukupan broj ispitanika za pojedini sindrom, PWS — sindrom Prader-Willi, AS — sindrom

Angelman, BWS — sindrom Beckwith-Wiedemann, RSS — sindrom Russell-Silver
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3.2 Izolacija genomske DNA

Kod svih bolesnika je za potrebe metode MS-MLPA izolirana genomska DNA iz 1 ml periferne
venske krve upotrebom komercijalnog seta prema protokolu proizvodaca (FlexiGene DNA Kit,

Qiagen, Hilden, Njemacka).

Postupak izolacije provela sam u trinaest koraka:

1. Pipetirala sam 0,5 mL pufera FG1 u epruvete za centrifugu volumena 15 mL. U svaku epruvetu

sam dodala 1 mL periferne venske krvi te promijeSala okretanjem epruvete pet puta.
2. Sve uzorke sam centrifugirala 5 minuta na 2000 rpm.

3. Dekantirala sam supernatant te ostavila epruvete okrenute na Cistoj stani¢evini 2 minute, pri

tome pazeci da talog ostane u epruveti.

4. U svaku epruvetu sam dodala 0,5 mL pufera peoteaze FG2/Qiagen, zatvorila te odmah

vorteksirala jednu po jednu epruvetu dok se talog u potpunosti homogenizira.
5. Inkubirala sam epruvete u vodenoj kupelji na 65 °C/10 minuta.

6. U svaku epruvetu sam dodala 0,5 mL 100% izopropanola te temeljito promijesala okretanjem

sve dok talog nije postao vidljiv kao nit ili gruda.
7. Sve sam uzorke centrifugirala 3 minute na 2000 rpm.

8. Dekantirala sam supernatant i nakratko okrenula epruvete na ¢isti komad stani¢evine, pazeci da

talog ostane u epruveti.

9. U svaku epruvetu sam dodala 0,5 mL 70% etanola te vorteksirala 5 sekundi odmah nakon

dodavanja alkohola.
10. Sve sam uzorke ponovno centrifugirala 3 minute na 2000 rpm.

11. Dekantirala sam supernatant i okrenula epruvete na Cisti komad stani¢evine u razdoblju od 5

minuta, pazeci da talog ostane u epruveti.

12. Osusila sam talog DNA u epruvetama na zraku sve dok tekucina nije isparila (barem 5 minuta).
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13. U svaku sam epruvetu dodala 0,2 mL pufera FG3 te sam vorteksirala jednu po jednu epruvetu.
Otopila sam DNA inkubiranjem u vodenoj kupelji na 65 °C/1h te sam pohranila uzorke do
provedbe analize MS-MLPA.

3.3 Metoda MS-MLPA

Laboratorijska metoda koja se koristi za procjenu hipermetilacije promotora ili metilacije
utisnutih regija u ljudskoj DNA naziva se metilacijski osjetljiva metoda visestrukog umnazanja
vezanih proba (engl. Methylation-specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification,
MS-MLPA). Koristi se u dijagnostici genetskih poremecaja jer omogucava istodobno otkrivanje
promjene u broju kopija i metilacijskog profila. Svaki set MS-MLPA za analizu metilacije utisnutih
regija sadrzi probe koje su osmisljene tako da se vezu za regije u genomu za koje je poznato da
nose metilacijske promjene (jedna kopija je metilirana u uzorcima periferne krvi). Uz navedene
probe, svaki set MS-MLPA sadrzi kontrolne probe za koje je poznato da se nalaze na mjestima na
kojima ne postoji metilacijska modifikacija u uzorcima periferne krvi (Moelans i sur., 2017).
Metoda se zasniva na hibridizaciji proba MS-MLPA, nakon cega slijedi njihovo povezivanje
termostabilnom ligazom te digestija restrikcijskim enzimima. Naposlijetku, provodi se umnazanje
proba lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) uz primjenu
univerzalnog para pocetnica. Specificnost ove metode je to $to se umnazaju probe dodane uzorcima
(Slika 9), a ne testirana DNA S$to omogucava amplifikaciju i kvantifikaciju oko 60 razlicitih
sekvenci koriste¢i samo jedan par proba (Andeli¢, 2016). Primjenom metode MS-MLPA moguce
je otkriti navedene promjene genoma za koje se koristi odredeni set MS-MLPA proba. Za

otkrivanje ostalih promjena, kao malih (tockastih) mutacija, potrebna je analiza drugim metodama.

22



1. DENATURACIIA 2. HIBRIDIZACUA 3. LIGACUAI
UZORKA DNA PROBA DIGESTIA PROBA
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Slika 9. Metoda MS-MLPA provedena u Cetiri koraka: 1) denaturacija DNA, 2) hibridizacija
specificnih proba MS-MLPA, 3) ligacija i digestija proba, 4) amplifikacija proba MS-MLPA

(preuzeto i prilagodeno prema Web2)

Provela sam MS-MLPA analizu primjenjuju¢i specifiéne setove MS-MLPA proizvodaca MRC
Holland, Amsterdam, Nizozemska). Set MS-MLPA ME28 proba koristila sam za odredivanje
broja kopija i metilacijskog statusa gena odgovornih za nastanak sindroma PWS i AS. Set MS-
MLPA ME3O0 koristila sam za odredivanje broja kopija i metilacijskog statusa gena odgovornih za
nastanak sindroma BWS i RSS. Set ME32 koristila sam za odredivanje broja kopija i metilacijskog
statusa gena odgovornih za nastanak RSS-a u kromosomskim regijama 7932, 7p12 i 14q32
(uniparentalna disomija kromosoma 7 i 14).

Postupak metode MS-MLPA:
1. dan:

A. Pripremila sam radnu koncentraciju te sam uz broj uzoraka uzela 3 referentna uzorka. Referentni
uzorci su uzorci DNA dobiveni od zdravih pojedinaca s normalnim brojem kopija i statusom
metilacije. Oni bi trebali biti $to sli€niji ispitivanim uzorcima u svim drugim aspektima, ukljucujuci
metodu izolacije DNA i izvor uzorka (periferna krv). U svaku MS-MLPA reakciju preporuca se
ukljuciti kontrolu bez DNA. Zamijenila sam 5 puL DNA s TE puferom (10 mM Tris-HCI pH 8.0
+ 0.1 mM EDTA) kako bih provjerila postoji li kontaminacija TE pufera, MLPA reagensa,
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reagensa za elektroforezu ili kapilara. Pomijesala sam uzorke i pufer (V (DNA)+ V (TE)=5 pL

).

B. Provela sam denaturaciju DNA tako $to sam postavila epruvete u PCR uredaj (program MLPA

1) na 98 °C / 5 min te sam uzorke stavila na hladenje pri temperaturi od 25 °C.

C. Provela sam hibridizaciju uzoraka gdje je prvi korak bila priprema hibridizacijske glavne
mjesavine (engl. master mix): mjeSavina pufera i probe (po uzorku: 1,5 pL pufera MLPA + 1,5
pL set proba MLPA). Upisala sam datum, lot i rok trajanja probe s kojom sam radila te sam dodala
za jedan uzorak vise. Zatim sam dodala po 3 UL glavne mjesavine u svaki uzorak. Naposlijetku
sam stavila tubice u PCR uredaj gdje se provela hibridizacijska reakcija (95 °C / 1 min) te sam

ostavila uzorke na 60 °C preko noéi.
2. dan:

A. Provela sam ligaciju i digestiju proba MS-MLPA. Za pocetak sam pripremila digestijske PCR
tubice te sam izvadila uzorke iz PCR uredaja. U svaki uzorak sam dodala 3 pL ligacijskog pufera
Ai10 pL visoko procis¢ene H20. Prebacila sam po 10 pL od ukupnog sadrzaja iz primarnih u
sekundarne PCR tubice. Zatim sam stavila primarne i sekundarne uzorke u PCR uredaj na 48 °C.
Nadalje sam pripremila ligacijski i digestijski mix (Ligase-65 glavna mjeSavina — po uzorku: 8,25
pL visoko proc¢isc¢ena H20, 1,5 pL ligacijskog pufera B, 0,25 pL enzima Ligase-65, 0,5 pL
enzima Hhal). Napravila sam mjesavinu za uzorak vise. U PCR uredaju sam dodala 10 pL glavne
mjesavine Ligase-65 u primarne i sekundarne PCR tubice. Ligacijska i digestijska reakcija
provedene su na 48°C/30 min, 98°C/5 min i 20°C - .

B. Provela sam umnazanje proba MS-MLPA. Za pocetak sam napravila glavnu mjesavinu po
uzorku — 3,75 pL visoko procis¢ene H20, 1 pPL mjeSavine pocetnica (engl. primer mix) SALSA
PCR, 0,25 pL SALSA Polimeraze. Program umnazanja vidljiv je u tablici 6. U svaki uzorak sam

dodala5 pL glavne mjesavine.
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Tablica 6. Program umnaZzanja za provedbu metode MS-MLPA”"

FAZA REAKCIJE PCR TEMPERATURA (°C) TRAJANJE (s) BROJ CIKLUSA

Denaturacija 95
Sparivanje pocetnica 60
Elongacija 72
Zavrsna sinteza 72
Hladenje uzoraka 15

*preuzeto i prilagodeno prema Web2

3.4 Kapilarna elektroforeza

30

30

60

20

35

Kapilarna elektroforeza smatra se posljednjom fazom laboratorijskog postupka za dijagnostiku

malformacijskih sindroma koji nastaju zbog poremecaja genomskog utiskivanja. Ova se metoda

temelji na razdvajanju nukleinskih kiselina koje su fluorescentno oznac¢ene prema naboju i veli¢ini

dok migriraju kroz kapilaru ispunjenu polimerom (Slika 10). Velika povrsina u kapilari u¢inkovito

rasprSuje toplinu, S$to omogucava elektroforezu pri visokome naponu te ubrzanje postupka

(Dangerfield i sur., 2021).

KAPILARA

VRUEME

SMIJER MIGRACIJE

ANODA

A\ 4

IZVORNA BOCICA

DETEKTOR |
KATODA

ODREDISNA BOCICA

Slika 10. Princip rada kapilarne elektroforeze (preuzeto i prilagodeno prema Web3)
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U ovome istrazivanju koristi se uredaj ABI3500XL (Applied Biosystems, Foster City, SAD),

geneticki analizator sa 24 kapilare. Pomocu njega se razdvajaju i detektiraju sve probe MS-MLPA.
Postupak provodenja kapilarne elektroforeze:

1. U ,,safe lock” tubicu od 1,5 mL pripremila sam smjesu formamida i LIZ-a. Po uzorku: 9 pL Hi-

Di formamida (potrebno ga je unaprijed izvaditi iz ledenice), 0,2 pL GeneScan-500LIZ.

2. U jazicu mikrotitarske plocice odpipetirala sam 9,2 pL smjese i 0,7 pL PCR produkta

(obavezno se zabiljezava koje kolone se pune).

3. Plo¢icu sam prekrila gumenom septom.

4. Provela sam PCR denaturaciju (86 °C/3 min), a zatim stavila uzorke hladiti na 4 °C.
5. Centrifugirala sam uzorke u centrifugi za mikrotitarske plocice (1000 rpm/1 min).

6. Epruvete sam stavila u uredaj za kapilarnu elektroforezu gdje se razdvajaju i detektiraju sve
probe MS-MLPA u trajanju od 40 minuta.

3.5 Analiza podataka MS-MLPA

Za analizu podataka MS-MLPA bolesnika koristila sam racunalni program Coffalyser
omogucen od proizvodata MRC Holland (Amsterdam, Nizozemska) koji je dostupan je za
slobodno koristenje na mreznoj stranici (web stranica: www.mrc-holland.com). Svaki sam uzorak

analizirala u usporedbi s tri referentna uzorka.
Analiza MLPA fragmenata dobivenih kapilarnom elektroforezom sastoji se od dva koraka:

1. Analiza fragmenata — standardne postavke ra¢unalnog paketa kroz filtriranje omogucuju
detekciju uzoraka koji ne zadovoljavaju parametre kvalitete. Kvaliteta reakcije MS-MLPA
odreduje se provjerom kvalitete uzorka DNA, reakcije MS-MLPA i odvajanja kapilarnom
elektroforezom. Zbog varijabilnosti tehnike PCR (veca uc¢inkovitost umnazanja kraéih
fragmenata te moguce varijabilnosti medu samim uzorcima) prije same analize potrebno je
napraviti normalizaciju podataka. Standardna metoda normalizacije koja se koristi je
populacijska normalizacija (engl. Population Normalization). Populacijska metoda

normalizacije koristi sve probe u uzorku za ispravljanje preferencijalnog u¢inka umnazanja.
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2. Usporedna analiza produkata (engl. Comparative Analysis) — usporedba ineziteta dobivenih
signala proba kontrolnih uzoraka s testiranim uzorcima. Rezultati su dostupni za
interpretaciju u nekoliko oblika — grafom (engl. Ratio Chart), elektroferogramom (engl.

Electropherogram) te tablicom s broj¢anim rezultatima (engl. Sample Report Chart).

Odredivanje promjena u broju kopija (delecija, duplikacija) temelji se na rezultatima dobivenim
ligacijskom reakcijom. Radi se usporedba signala proba ¢iji je intezitet ovisan 0 broju kopija
odredene sekvence koja je prisutna u reakciji. Intezitet signala proba testiranog uzorka usporeduje
se s intezitetom signala odgovaraju¢ih proba u kontrolama te se na taj nacin izraCunava omjer
MLPA. U sluc¢aju kada je omjer MLPA manji od 0,65 tada je rije¢ o deleciji, dok MLPA omjer visi
od 1,35 odgovara duplikaciji. U Tablici 7 prikazane su vrijednosti omjera MLPA u odnosu na status

CNV (Web2).

Tablica 7. Odnos vrijednosti omjera MLPA u odnosu na broj kopija*

STATUS CNV OMJER MLPA
Normalan broj kopija 0,85-1,15
Heterozigotna duplikacija 1,35-1,55
Triplikacija 1,70-2,20
Heterozigotna delecija 0,35-0,65
Homozigotna delecija 0

“preuzeto i prilagodeno prema Web2

U metilacijskom testu prvi dio analize odnosi se na utvrdivanje broja kopija gdje se za
ligacijski dio uzorka ra¢una MLPA omjer. Za drugi dio analize koriste se podaci dobiveni
ligacijsko-digestijskom reakcijom. Metilacijski profil utvrduje se usporedbom visine proba
dobivenih u ligacijsko-digestijskoj reakciji s visinom proba u ligacijskoj reakciji istog uzorka
(Slika 11). Metilacijskim profiliranjem moguce je odrediti genomsko utiskivanje te metilaciju
promotora gena. Omijeri ligacijsko-digestijske/ligacijske reakcije za metilacijske probe u MS-

MLPA setu za odredivanje genomskog utiska nalaze se u Tablici 8.
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Tablica 8. Odnos ligacijsko-digestijske i ligacijske reakcije za metilacijske probe u setu MS-

MLPA"

METILACIJSKI STATUS KOPIJA GENA OMJER LIGACIJSKO-DIGESTIJSKE |

LIGACIJSKE REAKCIJE

Dvije metilirane kopije 2[2=1
Jedna metilirana i jedna nemetilirana kopija 1/2=0,5
Dvije nemetilirane kopije 0/2=0
“preuzeto i prilagodeno prema Web2
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz seta SALSA MLPA
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MEO028 Prader Willi/Angelman. Koristene su probe

specifiéne za gene u PWS/AS kriti¢noj regiji 15q11-q12: probe koje sadrze Hhal restrikcijsko mjesto za

otkrivanje promijenjenog metilacijskog obrasca,
otkrivanje promijenjenog metilacijskog obrasca te
slika prikazuje produkte ligacijske reakcije, donja

(preuzeto i prilagodeno prema Web4).

probe koje ne sadrze Hhal restrikcijsko mjesto za
referentne probe koje su izvan PWS/AS regije. Gornja
slika prikazuje produkte ligacijsko-digestijske reakcije
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3.6 Retrospektivna analiza klini¢kih slika bolesnika

Provela sam retrospektivnu analizu klinickih slika 104 bolesnika koji su poslani na
dijagnostiku malformacijskih sindroma PWS, AS, BWS i RSS u razdoblju od 2016. do 2023.
godine. Prema izraCunatoj aritmeti¢koj sredini i standardnoj devijaciji, prosje¢na dob bolesnika
koji su poslani na dijagnostiku za PWS bila je ~6 godina, dok je za AS prosje¢na dob bolesnika
bila ~2 godine. Nadalje, prosjecna dob bolesnika koji su poslani na dijagnostiku za BWS iznosila

je ~3 godine, dok je za RSS prosje¢na dob bolesnika iznosila ~2 godine.

Provela sam bodovanje prema glavnim i sporednim kriterijama raspodjele klinicke slike za

svaki od Cetiri sindroma prema Tablicama 1-4.

Prema literaturnim podacima je poznato kako specifican genotip uzrokuje specifican fenotip
bolesnika. Stoga sam analizirala odnos genotip-fenotip kod bolesnika kojima je metodom MS-
MLPA potvrden PWS i RSS.

3.7 Statisticke metode

U istrazivanju sam koristila deskriptivnu statisticku analizu. Podatke istrazivanja unijela sam

u tablice 1 obradila pomocu programa za tabli¢no raCunanje Microsoft Excel.

Za izraCunavanje statisticke znacajnosti frekvencije pojave simptoma s obzirom na genotip
bolesnika kojima metodom MS-MLPA nije potvrden sindrom i onih kod kojih je sindrom potvrden,
koristila sam ,,GraphPad by Dotmatics” kalkulator omjera dostupan za slobodno koristenje na

mreznoj stranici: https://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl/.

Fisherov egzaktni test koristi se ako je promatrani broj ispitanika u skupini < 5. Test 2 s
Yatesovom korekcijom koristi se kada je promatrani broj ispitanika u skupini > 5. Kalkulator
racuna iznos vrijednosti p. Ako je p = 0,05 — 0,01, tada postoji statisticki znacajna razlika izmedu
promatranih skupina. Ako je vrijednost p = 0,01 — 0,001, tada postoji visoka statisti¢ka zna¢ajnost
izmedu promatranih skupina. Naposlijetku, ako je vrijednost p < 0,0001, tada postoji vrlo visoka

statistiCka znacajnost izmedu promatranih skupina.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza molekularne podloge nastanka istrazivanih sindroma

Metodom MS-MLPA je PWS potvrden kod manje od polovice ukupno poslanih bolesnika na
dijagnostiku (37%). Potvrdenih bolesnika za AS je 44%, dok je za BWS otprilike podjednak broj
potvrdenih 1 nepotvrdenih bolesnika (52%). Najmanji postotak (17%) potvrdenih bolesnika

odreden je za RSS. Navedeni podaci vidljivi su na Slici 12.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

PWS BWS RSS
N =41 N=9 N=23 N =30
H Potvrden sindrom dijagnosti¢kim testovima ® Sindrom nije potvrden dijagnostickim testovima

Slika 12. Prikaz raspodjele bolesnika prema potvrdi uputnih dijagnoza za sindrom Prader-Willi,
sindrom Angelman, sindrom Beckwith-Wiedemann i sindrom Russell-Silver

Kratice: PWS — sindrom Prader-Willi, AS — sindrom Angelman, BWS — sindrom Beckwith-Wiedemann,
RSS —sindrom Russell-Silver, N — ukupan broj bolesnika poslanih na molekularnu dijagnostiku za svaki od
Cetirl sindroma
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4.2 Analiza rezultata za sindrom Prader-Willi

4.2.1 Analiza rezultata dobivenih primjenom metode MS-MLPA kod sindroma Prader-
Willi

Od ukupno 15 bolesnika, kojima je metodom MS-MLPA potvrden PWS, kod 7 je nadena
delecija u PWS kriticnoj regiji. Kod 8 bolesnika odredena je promjena u metilacijskom statusu,
hipermetilacija gena SNRPN i MAGEL2 (Slika 13). Kod jednog bolesnika sa sumnjom na PWS
odredena je duplikacija PWS/AS kriti¢ne regije, $to odgovara sindromu duplikacije 15q koji moze
imati klinicke znacajke PWS-a i AS-a.

Delecija PWS SRO 15¢11.2 %
Delecija tip | BP1 do BP3 [ 7%
Delecija tip I1 BP2 do BP3 I 33%
Hipermetilacija SNRPN i MAGEL2 I 53%

Slika 13. Prikaz uzroka bolesti odredenih primjenom metode MS-MLPA kod bolesnika sa
sindromom Prader-Willi

Kratice: N - ukupan broj ispitanika, PWS - sindrom Prader-Willi

4.2.1.1 Prikaz bolesnika s delecijom PWS SRO kromosomske regije 15q11.2

Kod bolesnika pod Sifrom 132 metodom MS-MLPA uz pomo¢ seta ME028 PWS/AS je
potvrdena delecija kromosoma u kromosomskoj regiji q11.2. Navedeni set sadrzi Cetiri probe za
SNRPN egzon 1/promotor/intron 1, regiju koja predstavlja najmanju regiju preklapanja delecija u
bolesnika s PWS (PWS-SRO) i deleciju IC. Nadalje, ukljuéene su i dvije probe za egzone 3 i 7
gena SNRPN, koji su deletirani u vecini sluc¢ajeva delecija IC. Deletirana regija kod naseg bolesnika
obuhvaca probe SNURF-SNRPN 5, 3 i 7 smjeStene u PWS-SRO regiji (engl. Small Region of
Overlap, SRO) (Slika 14), veli¢ine 4,3 kb, koja obuhvaca promotor gena SNRPN i i egzon 1.
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Posljedica navedene delecije je hipermetilacija u rasponu 93-100% u regiji za gen SNRPN 1|

MAGEL2 (metilacija u istoj regiji kod zdravih osoba iznosi 50%). Time je potvrden PWS.
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz analize bolesnika pod $ifrom 132 kojem je odredena mikrodelecija
15911.2 primjenom MS-MLPA seta ME028 PWS/AS. Crvenim okvirima oznacena je hipermetilacija
(u rasponu 93-100%) u regiji za gen SNRPN i MAGEL2 (plave toc¢ke na donjoj slici) koja nastaje kao
posljedica delecije PWS SRO. Crvene tocke na gornjoj slici prikazuju deleciju 6 SNRPN proba.

4.2.2 Usporedba genotipa s fenotipom za sindrom Prader-Willi

Glavna fenotipska obiljezja analizirana su prema medunarodnim klinickim dijagnostickim
kriterijima za PWS (glavni i sporedni kriteriji raspodjele) i usporedena s genotipom (Tablica 9).
Bolesnici kod kojih je nadena delecija (ukupno 7) ubrajaju se u grupu A. Bolesnici kod kojih je
nadena hipermetilacija gena SNRPN i MAGEL2 (ukupno 8) ubrajaju se u grupu B.

S obzirom na glavne klini¢ke kriterije, u obje grupe bolesnika izrazeniji su dismorfizam lica
(grupa A 71%/grupa B 88%), neonatalna hipotonija (grupa A 71%/grupa B 88%) te zastoj u
razvoju/intelektualne poteskoce (grupa A 57%/grupa B 63%).
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U grupi A najées¢i sporedni klinicki kriterij su male Sake i stopala (71%) iza kojeg slijedi
sporednih klini¢kih kriterija prisutni su jo§ male Sake i stopala (25%) i niski rast (13%). Kriteriji
hipopigmentacija koZe i kose i problem sa spavanjem nisu prisutni u grupi B, za razliku od grupa
A u kojoj su prisutni u 14%. Prema izracunu Fisherovog egzaktnog testa i testa y2 utvrdeno je da

ne postoji statisticki znacajna razlika u usporedbi genotipa i fenotipa grupe A i grupe B za PWS.

Tablica 9. Usporedba fenotipa ovisno o genotipu bolesnika kojima je metodom MS-MLPA

potvrden sindrom Prader-Willi.

GLAVNI KRITERIJI N (%) N (%)
RASPODJELE KLINICKE SLIKE ~ ISPITANIKA  ISPITANIKA  p
GRUPE A GRUPE B
Dismorfizam lica 5(71) 7 (88) ns
Neonatalna hipotonija 5(71) 7 (88) ns
Pretilost 2 (29) 3 (38) ns
Hipogonadizam 3(43) 3 (38) ns
Psihomotorno zaostajanje 4 (57) 3 (38) ns
SPOREDNI KRITERIJI N (%) N (%)
RASPODJELE KLINICKE SLIKE  ISPITANIKA  ISPITANIKA p
GRUPE A GRUPE B
Hipopigmentacija koze i kose 1(14) 0 (0) ns
Male Sake i stopala 5(71) 2 (25) ns
Niski rast 2 (29) 1(13) ns
Problemi sa spavanjem 1(14) 0 (0) ns
Nerazvijen govor 1(14) 2 (25) ns

Kratice: N — broj ispitanika koji ima ispoljen glavni ili sporedni kriterij klinicke slike (u zagradama je isto
navedeno u postotku), grupa A — ispitanici kod kojih je metodom MS-MLPA utvrdena delecija, grupa B —
ispitanici kod kojih je metodom MS-MLPA utvrdena promjena metilacijskog statusa gena SNRPN i
MAGEL2, ns — nije statisticki znacajno.
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4.2.3 Analiza Kkriterija raspodjele klinicke slike za sindrom Prader-Willi

Prema klini¢kim kriterijima raspodjele za PWS postoji 12 glavnih kriterija (Tablica 1). S
obzirom na glavne kriterije raspodjele klini¢ke slike na Slici 15 je prikazana usporedba bolesnika
kojima PWS nije potvrden metodom MS-MLPA s bolesnicima kojima je isti potvrden. Svi
bolesnici kojima je PWS potvrden imali su barem jedan glavni kriterij klinicke slike dok kod tri
bolesnika, kojima nije potvrden PWS, nije bio prisutan niti jedan glavni kriterij. Takoder je vidljivo
da se broj nepotvrdenih bolesnika smanjuje s pove¢anjem broja prisutnih glavnih kriterija (2-6

glavna kriterija). Kod bolesnika s prisutnih 6 glavnih kriterija o¢ekivano je potvrden PWS.

0 1 2 3 4 5 6

Glavni kriteriji raspodjele klinicke slike

Bolesnici (N)
[l N w B (6]

o

B Nepotvrden PWS metodom MS-MLPA = Potvrden PWS metodom MS-MLPA

Slika 15. Prikaz raspodjele glavnih kriterija klinicke slike sindroma Prader-Willi u odnosu na

potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, PWS — sindrom Prader-Willi

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u broju glavnih kriterija raspodjele
klini¢ke slike za PWS za skupinu bolesnika kod kojih sindrom nije potvrden metodom MS-MLPA
i onih bolesnika kod kojih je isti potvrden. Rezultati Fisherovog egzaktnog testa i testa y2 vidljivi
su u Tablici 10.
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Tablica 10. Rezultati Fisherovog egzaktnog testa i testa x2 za glavne kriterije raspodjele klinicke
slike sindroma Prader-Willi

GLAVNI FISHEROV TEST STUPANJ p
KRITERIJI | EGZAKTNI TEST %2 SLOBODE (df)
0 + - - ns
1 - 1,20 1 ns
2 - 0,39 1 ns
3 - 0,07 1 ns
4 + - - ns
5 + - - ns
6 + - - ns

Kratice: ns — nije statisticki zna¢ajno

Za PWS postoji 6 sporednih kriterija raspodjele klinicke slike (Tablica 1). Na Slici 16 je
prikazana usporedba izmedu PWS potvrdenih i nepotvrdenih bolesnika s obzirom na sporedne
kriterije raspodjele klinicke slike. Najvise potvrdenih i nepotvrdenih bolesnika nije imalo niti jedan
sporedni kriterij. Kao i kod glavnih kriterija s pove¢anjem broja sporednih Kriterija smanjuje se
broj nepotvrdenih bolesnika, a bolesnik s najviSe sporednih kriterija uspjesno je potvrden

primjenom metode MS-MLPA.

14
12

[any
o

Bolesnici (N)

N B

: ]

0 1 2 3
Sporedni kriteriji raspodjele klinicke slike

B Nepotvrden PWS metodom MS-MLPA Potvrden PWS metodom MS-MLPA
Slika 16. Prikaz raspodjele sporednih kriterija klinicke slike sindroma Prader-Willi u odnosu na
potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, PWS — sindrom Prader-Willi
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S obzirom na sporedne kriterije raspodjele klini¢ke slike, statistickim testovima je utvrdeno
kako ne postoji statisticki znacajna razlika kod skupine bolesnika kojima PWS nije potvrden

metodom MS-MLPA i onih kod kojih je sindrom potvrden (Tablica 11).

Tablica 11. Rezultati Fisherovog egzaktnog testa i testa y2 za sporedne kriterije raspodjele klinicke
slike sindroma Prader-Willi

SPOREDNI FISHEROV TEST STUPANJ p
KRITERIJI | EGZAKTNI TEST %2 SLOBODE (df)
0 - 0,04 1 ns
1 - 1,23 1 ns
2 + - - ns
3 + - - ns

Kratice: ns — nije statisti¢ki znacajno

Na Slici 17 prikazana je usporedba bolesnika kojima PWS nije potvrden metodom MS-MLPA
i onih kod kojih je sindrom potvrden s obzirom na ukupan broj klini¢kih kriterija za PWS. Najvise
klini¢kih kriterija, 9 od 18, imao je jedan bolesnik kod kojeg je uspjesno potvrden PWS. Najvise
(ukupno 6) nepotvrdenih bolesnika imalo je samo dva klini¢ka kriterija, dok je najviSe potvrdenih
bolesnika (ukupno 7) imalo 5 klini€kih kriterija. Od dva bolesnika koji su imali isti broj klinickih
kriterija, ukupno 6, jedan je potvrden metodom MS-MLPA.
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Ukupan broj simptoma (glavni i sporedni kriteriji)

® Nepotvrden PWS metodom MS-MLPA Potvrden PWS metodom MS-MLPA
Slika 17. Prikaz ukupnih, glavnih i sporednih kriterija klinicke slike sindroma Prader-Willi u
odnosu na potvrdene i nepotvrdene bolesnike
Kratice: N- ukupan broj ispitanika, PWS — sindrom Prader-Willi
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Ne postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom broju simptoma klinicke slike PWS-a kod
skupine bolesnika kojima sindrom nije potvrden metodom MS-MLPA i onih kod kojih je isti

potvrden. Rezultati statistickih testova vidljivi su u Tablici 12.

Tablica 12. Rezultati Fisherovog egzaktnog testa i testa 2 za ukupan broj simptoma klini¢ke slike

sindroma Prader-Willi

UKUPAN BROJ | FISHEROV TEST STUPANJ
SIMPTOMA EGZAKTNI Y2 SLOBODE p
TEST (df)
1 + - - ns
2 - 0,12 1 ns
3 0,23 1 ns
4 + - - ns
5 3,28 1 ns
6 + - - ns
7 + - - ns
8 + - - ns
9 + - - ns

Krtatice: ns — nije statisticki zna¢ajno

4.3 Analiza rezultata za sindrom Angelman

4.3.1 Analiza rezultata metode MS-MLPA za sindrom Angelman
Od ukupno 4 bolesnika, kojima je metodom MS-MLPA potvrden AS, delecije AS kriti¢ne
regije, razli¢ite veli¢inom i mjestima lomova, pronadene su kod 3 bolesnika (Slika 18). Kod jednog

bolesnika kao uzrok AS-a pronadena je hipometilacija u mozaiku.
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Mozai¢na hipometilacija 25%

Delecija BP1 do BP5 25%

Delecija tip 11 BP2 do BP3 25%

Delecija tip | BP1 do BP3 25%
0 1 2

Slika 18. Prikaz uzroka bolesti odredenih primjenom metode MS-MLPA kod bolesnika sa
sindromom Angelman

Krtatice: N — ukupan broj ispitanika

4.3.1.1 Prikaz bolesnika s delecijom od mjesta loma BP1 do mjesta loma BP5

Kod bolesnika pod Sifrom 78 analiza uzoraka DNA pokazala je intersticijsku deleciju dugog
kraka kromosoma 15 u regiji q11.2q13.3 veli¢ine 10,03 Mb te malu terminalnu deleciju dugog
kraka kromosoma 18 u regiji q32 veli¢ine 25,28 kb.

Klasi¢nom Kkariotipizacijom kod majke je pronadena balansirana translokacija izmedu
kromosoma 15 i 18 koja je kod djeteta rezultirala nebalansiranom translokacijom, odnosno
parcijalnom monosomijom regija 15q11.2913.3 i 18g32. Metodom MS-MLPA i primjenom seta
MEO028 odreden je gubitak metilacije gena MAGEL2 i SNRPN. Navedeni metilacijski obrazac
ukazuje da je nadena delecija 15911.2913.3 prisutna na majcinom kromosomu §to uzrokuje AS.
Nadena delecija veca je od uobicajenih delecija ove regije te se proteze od mjesta loma 1 (BP1) do

mjesta loma 5 (BP5). Stoga je obuhvacen ve¢i broj gena $to rezultira teZom klini¢kom slikom.

38



4.3.1.2 Prikaz bolesnika s hipometilacijom u regiji 15q11.2q13.3 u mozai¢nom obliku

Kod bolesnika pod Sifrom 233 metoda MS-MLPA pokazala je promijenjeni metilacijski profil

PWS/AS kromosomske regije. Analizom je utvrdena snizena metilacija u iznosu od 18% (Slika

19) u odnosu na metilaciju u regiji zdravih osoba koja iznosi 50%. To ukazuje na mozaiéni

metilacijski obrazac (prisutnost stanica sa normalnom razinom metilacije i stanica sa snizenom

razinom metilacije) u regiji za gen SNRPN i MAGEL2. lako su simptomi klinicke slike bolesnika

233 upucivale na PWS (pretilost, smanjen rast, facijalna dismorfija, hipogonadizam), metodom

MS-MLPA je u konacnici potvrden AS.
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Slika 19. Analiza podataka MS-MLPA bolesnika

pod Sifrom 233 koriStenjem racunalnog

programa Coffalyser. Crvenim okvirima ozna¢ena je snizena metilacija za gen MAGEL2 koja iznosi 24%,

dok za gen SNRPN iznosi 16-18%.
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4.3.2 Usporedba genotipa s fenotipom za sindrom Angelman
Zbog premalog broja ispitanika i specificnog molekularnog uzroka nastanka bolesti za svakog

od ukupno 4 ispitanika, nije bilo moguce napraviti usporedbu genotipa s fenotipom za AS.

4.3.3 Analiza kriterija raspodjele klinicke slike za sindrom Angelman

Prema klinickim kriterijima raspodjele za AS postoji 10 glavnih kriterija (Tablica 2). Na Slici
20 je prikazana usporedba bolesnika kojima AS nije potvrden metodom MS-MLPA i onih kod kojih
je sindrom potvrden s obzirom na glavne kriterije raspodjele klini¢ke slike. Kod nepotvrdenih
bolesnika prevladavaju 2 glavna kriterija. Kod bolesnika s najviSe glavnih kriterija klinicke slike

(ukupno 4), sumnja na AS nije potvrdena primjenom metode MS-MLPA.

Bolesnici (N)

o

0 1 2 3

Glavni kriteriji raspodjele klinicke slike

B Nepotvrden AS metodom MS-MLPA = Potvrden AS metodom MS-MLPA

Slika 20. Prikaz raspodjele glavnih kriterija klini¢ke slike sindroma Angelman u odnosu na

potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, AS — sindrom Angelman
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Fisherovim egzaktnim testom je utvrdeno da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u broju
glavnih kriterija raspodjele klinicke slike AS-a u skupini bolesnika kojoj metodom MS-MLPA nije

potvrden sindrom sa skupinom bolesnika gdje sindrom nije potvrden.

Usporedba bolesnika kojima AS nije potvrden metodom MS-MLPA i onih kod kojih je
sindrom potvrden s obzirom na sporedne kriterije raspodjele klinicke slike, kojih ima ukupno 5
(Tablica 2), prikazana je na Slici 21. Obje skupine bolesnika nemaju izrazene sporedne kriterije

klinicke slike. Kod bolesnika s jednim sporednim kriterijem klinicke slike AS nije potvrden.

Bolesnici (N)

0 .

0 1
Sporedni kriteriji raspodjele klinicke slike

B Nepotvrden AS metodom MS-MLPA = Potvrden AS metodom MS-MLPA
Slika 21. Prikaz raspodjele sporednih kriterija klini¢ke slike sindroma Angelman u odnosu na

potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, AS — sindrom Angelman

Ne postoji statisticki znacajna razlika u broju sporednih kriterija raspodjele klini¢ke slike za

AS izmedu skupine s potvrdenim AS-om i skupine gdje sindrom nije potvrden.
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Ukupan broj klinic¢kih kriterija za AS iznosi 15. Usporedba ukupnih, glavnih i sporednih
kriterija klini¢ke slike AS-a, u odnosu na potvrdene i nepotvrdene bolesnike, prikazana je na Slici
22. Broj nepotvrdenih bolesnika s dva klinic¢ka kriterija jednak je broju potvrdenih koji su imali tri

klinicka kriterija. Bolesniku s najviSe ukupnih klini¢kih kriterija (ukupno 5) AS nije potvrden.

1 2 3 4

Ukupan broj simptoma (glavni i sporedni Kkriteriji)

N

Bolesnici (N)

B Nepotvrden AS metodom MS-MLPA B Potvrden AS metodom MS-MLPA

Slika 22. Prikaz ukupnih, glavnih i sporednih kriterija klinicke slike sindroma Angelman u odnosu

na potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N- ukupan broj bolesnika, AS — sindrom Angelman

S obzirom na ukupan broj simptoma AS-a, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika

u skupini bolesnika kod kojih je sindrom potvrden metodom MS-MLPA te u skupini bolesnika kod

kojih isti nije potvrden.
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4.4 Analiza rezultata za sindrom Beckwith-Wiedemann
4.4.1 Analiza rezultata metode MS-MLPA za sindrom Beckwith-Wiedemann

Kod svih 12 bolesnika kojima je metodom MS-MLPA potvrden BWS pronadena je
hipometilacija gena KCNQ1OT1 (Slika 23).

Hipometilacija KCNQ1OT1 | 1009

0 2 4 6 8 10 12 14

Slika 23. Prikaz uzroka bolesti odredenih primjenom metode MS-MLPA kod bolesnika sa

sindromom Beckwith-Wiedemann

Kratice: N — ukupan broj ispitanika

4.4.2 Usporedba genotipa s fenotipom za sindrom Beckwith-Wiedemann
S obzirom na to da je kod svih 12 bolesnika uzrok BWS-a hipometilacija gena KCNQ1OT1,

nije bilo moguce napraviti usporedbu genotipa s fenotipom.

4.2.3 Analiza Kkriterija raspodjele klinicke slike za sindrom Beckwith-Wiedemann

Postoji 7 glavnih kriterija raspodjele klinicke slike za BWS (Tablica 3). Usporedba bolesnika
kojima BWS nije potvrden i onih kod kojih je sindrom potvrden s obzirom na glavne kriterije
raspodjele klinicke slike, prikazana je na Slici 24. Najvise nepotvrdenih bolesnika imalo je 1 glavni
kriterij raspodjele, a najvise potvrdenih bolesnika imaju 3 glavna kriterija raspodjele. Kod svih

bolesnika s najvise glavnih kriterija raspodjele klinicke slike (4 1 5) uspjesno je potvrden BWS.
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Bolesnici (N)

N

[EEN

0 II |I II II I I
0 1 2 3 4 5

Glavni kriteriji raspodjele klinicke slike (N)

B Nepotvrden BWS metodom MS-MLPA ® Potvrden BWS metodom MS-MLPA

Slika 24. Prikaz raspodjele glavnih kriterija klinicke slike sindroma Beckwith-Wiedemann u

odnosu na potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, BWS — sindrom Beckwith-Wiedemann

Prema Fisherovom egzaktnom testu i testu x2 utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika u glavnim kriterijima raspodjele klinic¢ke slike BWS-a kod skupine bolesnika kojima BWS
nije potvrden metodom MS-MLPA i onih bolesnika kod kojih je isti potvrden.

Prema klini¢kim kriterijima raspodjele za BWS postoji 7 sporednih kriterija (Tablica 3). Odnos
potvrdenih i nepotvrdenih bolesnika s obzirom na sporedne kriterije raspodjele klinicke slike BWS-
a prikazan je na Slici 25. Najvise bolesnika kojima BWS nije potvrden metodom MS-MLPA nema
niti jedan sporedni kriterij raspodjele klini¢ke slike, a vidljivo je da s povec¢anjem broja sporednih
Kriterija broj nepotvrdenih bolesnika pada. Bolesniku s najvise sporednih kriterija, 5 od ukupno 7,

uspjesno je potvrden BWS.
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Slika 25. Prikaz raspodjele sporednih kriterija klini¢ke slike sindroma Beckwith-Wiedemann u

odnosu na potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, BWS — sindrom Beckwith-Wiedemann

Statistickim testovima je utvrdeno kako ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u sporednim
kriterijima raspodjele klini¢ke slike BWS-a za skupinu bolesnika kod koje sindrom nije potvrden

metodom MS-MLPA i one skupine kod koje je isti potvrden.

Na Slici 26 je prikazana usporedba potvrdenih i nepotvrdenih bolesnika s obzirom na ukupan
broj kriterija raspodjele klini¢ke slike BWS-a. Od ukupno 16 sporednih 1 glavnih kriterija klini¢ke
slike, najvise ih je nadeno 9. Kod bolesnika s ukupno 6, 7 i 9 kriterija uspjesno je potvrden BWS.

NajviSe nepotvrdenih bolesnika imalo je 2, a najvise potvrdenih bolesnika 4 ukupna kriterija.
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Ukupan broj simptoma (glavni i sporedni Kriteriji)

B Nepotvrden BWS metodom MS-MLPA = Potvrden BWS metodom MS-MLPA

Slika 26. Prikaz ukupnih, glavnih i sporednih kriterija klini¢ke slike sindroma Beckwith-

Wiedemann u odnosu na potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, BWS — sindrom Beckwith-Wiedemann

Fisherovim egzaktnim testom je utvrdeno kako ne postoji statisticki znaajna razlika u
ukupnom broju simptoma BWS-a za skupinu bolesnika kod koje je metodom MS-MLPA potvrden
BWS i one skupine kod koje isti nije potvrden.

4.5 Analiza rezultata za sindrom Russell-Silver

4.5.1 Analiza rezultata metode MS-MLPA za sindrom Russell-Silver

Primjenom MS-MLPA seta ME32, kod 3 (60%) od ukupno 5 bolesnika, kao uzrok nastanka
RSS-a odredena je hipermetilacija gena GRB10 i MEST, smje$tenih na kromosomu 7 u regijama
7pl12.1 i 7932 (Slika 27). Kod dvoje (40%) bolesnika primjenom MS-MLPA seta ME30 je

pronadena hipometilacija gena H19 smjeStenog na kromosomu 11 u regiji p15.
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N=5

Hipermetilacija GRB10 i MEST 60%

Hipometilacija H19 40%

Slika 27. Prikaz rezultata metode MS-MLPA kojom je potvrden sindrom Russell-Silver

Kratice: N — ukupan broj ispitanika

4.5.2 Usporedba genotipa s fenotipom za sindrom Russell-Silver

Glavna fenotipska obiljeZja analizirana su prema medunarodnim klinickim dijagnosti¢kim
kriterijima za RSS (glavni i sporedni Kriteriji raspodjele) i usporedeni s genotipom (Tablica 19).
Bolesnici kod kojih je nadena hipometilacija gena H19 ubrajaju se u grupu A. Bolesnici kod kojih

je utvrdena hipermetilacija gena GRB10 i MEST ubrajaju se u grupu B.

Iz Tablice 11 je vidljivo da svi bolesnici iz grupe A i B imaju dva glavna klinicka Kriterija, a
to su smanjena porodajna tezina/visina te postnatalni zastoj u rastu. Od preostalih glavnih klinickih
kriterija, oba bolesnika iz grupe A imaju poteskoce s hranjenjem, koji su u grupi B prisutni kod 2
od ukupno 3 ispitanika. Niti jedan ispitanik iz grupe B nema istaknuto Celo i asimetriju tijela.
Najces¢i sporedni klinicki kriterij u grupi A je sindaktilija noZnih prstiju, dok je u grupi B, kod 2
od 3 bolesnika, naj¢esce prisutna nerazvijena motorika. Prema izraCunu Fisherovog egzaktnog testa
i testa y2 utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u usporedbi genotipa i fenotipa grupe

A'igrupe B za RSS.
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Tablica 11. Usporedba fenotipa ovisno o genotipu bolesnika kojima je metodom MS-MLPA

potvrden sindrom Russell-Silver.

GLAVNI KRITERIJI N (%) ISPITANIKA N (%) ISPITANIKA
RASPODJELE KLINICKE SLIKE GRUPE A GRUPE B p
Smanjena porodajna tezina / visina 2 (100) 3 (100) ns
Postantalni zastoj u rastu 2 (100) 3 (100) ns
Relativna makrocefalija 1 (50) 2 (67) ns
Istaknuto ¢elo 1 (50) 0 (0) ns
Asimetrija tijela 1 (50) 0(0) ns
Poteskoce s hranjenjem 2 (100) 2 (67) ns

SPOREDNI KRITERIJI N (%) ISPITANIKA N (%) ISPITANIKA
RASPODJELE KLINICKE SLIKE GRUPE A GRUPE B p
Trokutasto lice 1 (50) 1(33) ns
Klinodaktilija 5. prsta 0(0) 1(33) ns
Spusteni kutovi usana 1 (50) 0 (0) ns
Nerazvijen govor 1 (50) 0(0) ns
Sindaktilija noznih prstiju 2 (100) 0 (0) ns
Nerazvijena motorika 0(0) 2 (67) ns

Kratice: N — broj ispitanika koji ima ispoljen glavni ili sporedni kriterij klini¢ke slike (u zagradama je isto
navedeno u postotku), grupa A — ispitanici kod kojih je metodom MS-MLPA utvrdena hipometilacija gena
H19, grupa B —ispitanici kod kojih je metodom MS-MLPA utvrdena hipermetilacija gena GRB10 i MEST,

ns — nije statisticki znacajno

4.5.3 Analiza kriterija raspodjele klinic¢ke slike za sindrom Russell-Silver

Za RSS prema klinickim kriterijima raspodjele postoji 6 glavnih kriterija (Tablica 4).
Usporedba bolesnika kojima RSS nije potvrden metodom MS-MLPA i onih kod kojih je sindrom
potvrden s obzirom na glavne kriterije raspodjele klinicke slike prikazana je na Slici 28. Povecanje
broja glavnih kriterija nije proporcionalno s pove¢anjem broja potvrdenih bolesnika, naprotiv RSS

nije potvrden kod bolesnika s najvisim brojem kriterija.
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Slika 28. Prikaz raspodjele glavnih kriterija klini¢ke slike sindroma Russell-Silver u odnosu na

potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, RSS — sindrom Russell-Silver

Ne postoji statisticki znacajna razlika u klinickim slikama bolesnika kojima RSS nije potvrden
metodom MS-MLPA i onih bolesnika kod kojih je isti potvrden s obzirom na glavne kriterije

raspodjele klinicke slike.

Usporedba potvrdenih i nepotvrdenih bolesnika, s obzirom na ukupno 11 sporednih kriterija
raspodjele klini¢ke slike za RSS (Tablica 4), prikazana je na Slici 29. Svi nepotvrdeni bolesnici
imali su jedan ili 3 sporednih klinickih kriterija. Kod bolesnika s ukupno 6 sporednih kriterija
potvrden je RSS, dok kod bolesnika bez ili s dva sporedna kriterija ima potvrdenih i nepotvrdenih

slucajeva.

49



=
N

10
N =30

~—~~ 8
Z
N—r
S 6
=
[72]
<Q
S 4
m

2

0 . . ] ]

0 1 2 3 6

Sporedni kriteriji raspodjele klinicke slike

B Nepotvrden RSS metodom MS-MLPA = Potvrden RSS metodom MS-MLPA

Slika 29. Prikaz raspodjele sporednih kriterija klinicke slike sindroma Russell-Silver u odnosu na

potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, RSS — sindrom Russell-Silver

Fisherovim egzaktnim testom i testom y2 je utvrdeno da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika
u sporednim kriterijima raspodjele klini¢ke slike RSS-a za bolesnike kojima sindrom nije potvrden

metodom MS-MLPA i one bolesnike kod kojih je isti otkriven.

Za RSS ukupan broj klini¢kih kriterija klini¢ke slike iznosi 17. Usporedba potvrdenih i
nepotvrdenih bolesnika, prikazana na Slici 30, pokazuje da se broj potvrdenih slu¢ajeva ne mijenja
s obzirom na ukupan broj klinickih kriterija. Kod bolesnika s najviSe ukupnih kriterija, bolesniku
sa 7 kriterija RSS nije potvrden metodom MS-MLPA, dok je bolesniku s 8 kriterija sindrom

potvrden.
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Slika 30. Prikaz ukupnih, glavnih i sporednih kriterija klini¢ke slike sindroma Russell-Silver u

odnosu na potvrdene i nepotvrdene bolesnike

Kratice: N — ukupan broj ispitanika, RSS — sindrom Russell-Silver

Utvrdeno je kako ne postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom broju simptoma klinicke
slike RSS-a za bolesnike kojima sindrom nije potvrden metodom MS-MLPA i bolesnike kod kojih

je isti potvrden.
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju je provedena dijagnostika malformacijskih sindroma uzrokovanih
poremecajem genomskog utiskivanja primjenom metode MS-MLPA. S obzirom na to da je rije¢
0 vrlo rijetkim malformacijskim sindromima s vrlo malim prevalencijama kako u svijetu, tako i u

Republici Hrvatskoj, istrazivanje je provedeno na malim skupinama bolesnika.

Brzi napredak u molekularnoj i klinickoj patogenezi bolesti nastalih zbog poremecaja
genomskog utiskivanja jasno prikazuje slozenost regulacije utiskivanja te vaznost medudjelovanja
genetskih, epigenetskih i okoli$nih razli¢itosti na fenotip bolesti koje obuhvacaju poremecaj rasta,
razvoja i metabolizma. Slozenost njihovih molekularnih i klini¢kih aspekata naglaSava vaznost
genetske dijagnoze i savjetovanja u svrhu pruzanja ucinkovite individualne terapije. Za genetsko
savjetovanje vazno je odrediti molekularni mehanizam nastanka bolesti koji omoguéuje bolji uvid

u fenotip bolesnika.

Poznato je kako je uzrok nastanka PWS-a kod 60% oboljelih delecija kromosomske regije
15911-q13 (delecija tip I i delecija tip 1) porijeklom od oca (Butler, 2023). Wang i sur., (2016)
dijagnostickim testovima su utvrdili deleciju kromosomske regije 15q11-q13, porijeklom od oca,
kod 16 od ukupno 20 bolesnika (80%) kao uzrok nastanka PWS-a. Medutim, u ovom istrazivanju
rezultati metode MS-MLPA pokazali su kako je od ukupno 15 bolesnika kojima je potvrden PWS,
kod njih 7 (47%) pronadena promjena u broju kopija gena (delecija PWS SRO, delecija tip | i
delecija tip 1l. Kod preostalih 8 ispitanika (53%) je otkrivena promjena metilacijskog statusa,
odnosno hipermetilacija utisnutih gena SNRPN i MAGEL2 (Slika 13). Time se utvrdilo da su u
priblizno jednakom postotku hipermetilacija i delecija uzroci potvrdenih PWS-a. Kod jednog
bolesnika nadena je atipi¢na delecija PWS SRO, §to se poklapa s dosadasnjim literaturnim

podacima prema kojima ucestalost navedenih delecija iznosi 1-3% (Perk i sur., 2002).

Prema podacima iz literature, bolesnici s PWS-om ¢iji je uzrok delecija, ¢eS¢e imaju nisku
porodajnu tezinu, hipotoniju, poteskoée s hranjenjem i spavanjem, hipogonadizam i govorno-
jezic¢ne nedostatke (Varela i sur., 2005). Spritz i sur., (1997) ustanovili su da bolesnici s delecijom
imaju vecu stopu hipopigmentacije zbog gubitka ekspresije gena P, koji je najvise povezan s genom
OCA2. Medutim, kako su pokazali Butler i sur., (2009), tip delecije (tip I ili Il) takoder utjece na
klini¢ku sliku. Utvrdeno je da bolesnici s delecijom tipa | imaju ozbiljniju klinicku prezentaciju u

usporedbi s bolesnicima s delecijama tipa II. Cesée je prisutno samoozljedivanje, nedostatak
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adaptivnih vjestina, opsesivno-kompulzivno ponasanje i poteskoc¢e u ucenju. Vazno je spomenuti
da bolesnici s delecijom tipa | imaju tendenciju kasnijeg usvajanja govora, nego oni s tipom 11 (4,3
godine u odnosu na 3,4 godine starosti). Kada se, ovisno o sadrzaju gena, usporeduju dvije glavne
vrste delecija, Cetiri gena (NIPAL, NIPA2, CYF1P1 i GCP5) smjestena izmedu proksimalnih to¢aka
loma BP1 | BP2 dodatno su deletirana kod delecije tipa I. Geni NIPAL, NIPA2 i CYF1P1 imaju
vaznu ulogu u razvoju i funkciji srediSnjeg ziv€anog sustava, a gen NIPA2 ima najznacajniji utjecaj
na klini¢ku sliku (Bittel i Butler, 2005). Bolesnici s maj¢inom UPD-om 15 (promjena metilacijskog
statusa bez prisutnosti delecije) imaju ucestalije psihoze i poremecaje iz autistiCnog spektra
(Whittington i sur., 2004). Rezultati ovog istrazivanja djelomi¢no se poklapaju s literaturnim
podacima. Bolesnici s pronadenom delecijom imaju hipopigmentaciju koze i kose i izrazen
hipogonadizam. Takoder, kod njih je u ve€oj mjeri prisutno psihomotorno zaostajanje u odnosu na
bolesnike s promijenjenim metilacijskim statusom. Prema Tablici 9 ustanovili smo kako je kod
bolesnika s promijenjenim metilacijskim statusom u vecoj mjeri prisutan nerazvijen govor u
odnosu na bolesnike kod kojih je prisutna delecija. Medutim, prema izratunu Fisherovog
egzaktnog testa utvrdili smo da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u fenotipovima bolesnika

oboljelih od PWS-a.

Istrazivanja pokazuju kako 70% osoba obolijeva od AS-a zbog delecije kromosomske regije
15011-g13 porijeklom od majke (Margolis i sur., 2015), $to je potvrdeno ovim radom. Naime,
navedena delecija je uzrok AS-a kod 75% nasih bolesnika (Slika 18). Delecija od tocke loma BP1
do BP5 pojavljuje se vrlo rijetko, a bolesnici s ovim tipom delecije, zbog obuhvacenosti veceg
broja gena, imaju vrlo tesku klini¢ku sliku u vidu tezeg stupnja razvojnog zaostajanja, epilepti¢nih
napadaja, hiperaktivnosti itd. Prema literaturi utvrdeno je da priblizno 40-50% bolesnika s AS-om,
kod kojih nije nadena delecija, ima mozaik metilacijskog statusa (Buiting, 2010). Takvi bolesnici
obi¢no pokazuju simptomatologiju koja se moze identificirati kao AS. Medutim, postoje iznimke,
ukljucujuéi bolesnike koji su imali blagi zastoj u razvoju, pretilost, hipotoniju i/ili fenotip sli¢an

PWS, sto je bio slucaj i kod naseg bolesnika (Brockmann i sur., 2002; Camprubi i sur., 2007).

Ozbiljnost fenotipa AS-a ovisi 0 njegovoj molekularnoj etiologiji. Bolesnici s delecijom
obi¢no imaju tezi fenotip (Lossie i sur., 2001). Prethodna istrazivanja pokazala su da bolesnici s
AS-om uzrokovanim delecijom 15¢g11-13 imaju usporeni psihomotorni razvoj, kognitivne vjestine,

albinizam, ataksiju i viSe autisti¢nih obiljezja (Yang i sur., 2021). Zbog premalog broja ispitanika
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oboljelih od AS-a, u ovom istrazivanju nije bilo moguce provesti usporedbu fenotipova bolesnika
u odnosu na genotip te utvrditi statisticku znacajnost. Ipak, treba naglasiti kako su u ovom
istrazivanju bolesnici oboljeli od delecije imali tesku klinicku sliku u vidu psihomotornog
zaostajanja, nerazvijenog govora, nerazvijene motorike, napadaja, dok je bolesnik s utvrdenom

mozai¢nom hipometilacijom imao laksu klini¢ku sliku.

Pogreske utiskivanja uzrokovane promijenjenom metilacijom DNA najce$¢i su uzrok
nastanka BWS-a (80%) (Brioude i sur., 2018). Prema literaturi, hipermetilacija ICR1 na maj¢inom
alelu nalazi se u 5-10% bolesnika, dok je hipometilacija ICR2 prisutna u 50% bolesnika (Eggerman
i sur., 2014). U ovom istrazivanju kod svih bolesnika uzrok BWS-a je hipometilacija ICR2 (Slika
23). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da klini¢ke znacajke BWS-a ne moraju uvijek biti iste kod
jednojajéanih blizanaca. Jedan blizanac moze imati tezu klinicku sliku $to predstavlja veci izazov
u dijagnostici i lijeCenju (Cohen i sur., 2019). Navedeno smo potvrdili i u ovom istrazivanju.
Naime, bolesnici pod Siframa 321 i 322 su jednojajcane blizanke Zenskog spola kod kojih je
pronadena hipometilacija gena KCNQ1OT1 te je dijagnosticiran BWS. Medutim, bolesnica pod
Sifrom 321 ima tesku klini¢ku sliku (makrosomija, makroglosija, duboko usadene oci, zarezi na
uSnim resicama, cista desnog bubrega itd.), dok bolesnica pod Sifrom 322 nema fenotipske
karakteristike sindroma (nema dismorfije, neuroloski status primijenjen dobi, odli¢no opce stanje).
Ipak, postoji pojava koja se naziva blizanacka transfuzija koja se pojavljuje kod 5.5% do 17.5%
jednojajcanih blizanaca. Naime, moZe do¢i do neravnomjerne raspodjele krvi izmedu dva fetusa
kroz njihove zajednicke krvne Zile u posteljici. Tako jedan fetus prenosi vise krvi drugom fetusu
(El Kateb i Ville, 2008). Postoji moguénost da je to bio slu¢aj i u naSem istrazivanju, stoga je
potrebno uzorkovati kozu umjesto krvi te napraviti dijagnostiku metodom MS-MLPA kako bi se

utvrdilo ima li druga blizanka zaista BWS jer nema izraZene simptome istog.

Sirok raspon fenotipa, u rasponu od letalnih do blagih i nepotpunih oblika, karakterizira BWS.
Ova vrlo varijabilna ekspresija fenotipa sukladna je na molekularnoj razini sa slozenom
heterogenoscu (epi)genetskih poremecaja na kromosomu 11pl15.5. Prema dosadaSnjim
korelacijama izmedu genotipa i fenotipa bolesnici s UPD-om 11p15.5 ili povecanjem metilacije u
ICR1 imaju najve¢i rizik od razvoja Wilmsovog tumora ili hepatoblastoma (priblizno 16, odnosno
30%), makrosomije i makroglosije (Maas i sur., 2016). Hipometilacija ICR2 i to¢kaste mutacije

CDKN1C povezane su s nastankom omfalokele (Engel i sur., 2000). S obzirom da u ovom
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istrazivanju svi ispitanici imaju isti uzrok nastanka bolesti (hipometilacija ICR2), nije bilo moguce
provesti usporedbu fenotipova u odnosu na genotip. Ipak, vazno je utvrditi kako je u ovom
istrazivanju kod 42% ispitanika oboljelih od BWS-a omfalokela izrazena kao jedan od glavnih

kriterija raspodjele klinicke slike, Sto se poklapa s literaturnim podacima.

Molekularna podloga RSS-a ostaje nepoznata u 30-40% bolesnika (Eggerman i sur., 2015).
Ostali molekularni uzroci uklju¢uju hipometilaciju o¢inskog ICR1 na kromosomu 11p15.5 (40-
60%) i patogene varijante gena CDKNI1C i IGF2 (<1%). Otprilike 7-10% slucajeva RSS-a

uzrokovano je UPD-om 7 porijeklom od majke (Eggerman i sur., 2010). Ovim radom kao uzrok

RSS-a u puno visem postotku, u odnosu na literaturne podatke (60%), odredena je hipermetilacija
gena GRB10 i MEST, odnosno maj¢ina UPD 7. Kod preostalih bolesnika (40%) pronadena je
hipometilacija gena H19 (Slika 27).

Bolesnici koji obolijevaju od RSS-a zbog epimutacije kromosomske regije 11pl5
(hipometilacija gena H19) imaju klasi¢an fenotip karakteristican za sindrom. Takvi su bolesnici
niski, mrSavi, postanatalno zaostaju u rastu te ucestalo imaju asimetriju dijelova tijela. S druge
strane, bolesnici s CNV 1 promjenom metilacijskog statusa na kromosomu 7 imaju blaZi fenotip.
Ipak, kod takvih bolesnika prevladavaju intelektualne poteskoce, nerazvijen govor i motorika,
makrocefalija te klinodaktilija 5. prsta (Eggerman i sur., 2010). Prema rezultatima ovog
istraZivanja, smanjena porodajna teZina i visina te postnatalni zastoj u rastu prate obje skupine
bolesnika podjednako, §to se podudara s dosada$njim podacima iz literature. Takoder asimetrija
tijela viSe je izraZzena kod bolesnika s hipometilacijom gena H19, a makrocefalija, klinodaktilija 5.
prsta te nerazvijena motorika vise su izrazeni kod skupine bolesnika s hipermetilacijom gena

GRB10 i MEST smjestenih na kromosomu 7 (Tablica 11).

Prema istrazivanju autora Shi i sur., (2024) postotak potvrdenih bolesnika s metodom MS-
MLPA kod bolesnika sa sumnjom na PWS bio je 15%, dok je isti za AS iznosio 30%. Za usporedbu,
u ovom radu postotak potvdenog PWS bio je 37%, a za AS 44% (Slika 12). Na broj potvrdenih
bolesnika utjece precizna klinicka indikacija. Medutim, u nekim slucajevima, npr. zbog
mozaicizma genetiCkog uzroka, fenotip moze pogreSno ukazivati na odredeni sindrom. Dva
bolesnika u ovom istrazivanju imala su fenotip karakteristi¢an za PWS. Metodom MS-MLPA kod
jednog je utvrdena sniZena razina metilacije (18%), koja kod zdravih osoba iznosi 50% (Slika 19),

Sto ukazuje na vrlo rijetki mozai¢ni metilacijski obrazac, koji je u ovom slucaju bio uzrok AS-a.
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Kod drugog bolesnika primjenom metode MS MLPA kao geneticki uzrok odredena je duplikacija
15911.2-13.1, odnosno nije potvrden PWS nego otkriven sindrom duplikacije kromosoma
(sindrom dupl15q). Klini¢ki je prepoznatljiv sindrom koji nastaje zbog duplikacije PWS/AS
kriti¢ne regije. Navedeni duplikacijski sindrom ima znacajke i PWS-a i AS-a, a karakterizira ga
hipotonija i kaSnjenje grube i fine motorike, varijabilni intelektualni poremecaj, poremecaj
autisti¢nog spektra 1 epilepsija. 1z ovog primjera vidljivo je da je zbog postojanja diferencijalne
dijagnoze za svaki od cetiri malformacijska sindroma uzrokovanih genomskim utiskivanjem,
potrebno provesti molekularnu dijagnostiku kako bi se utvrdilo 0 kojem je sindromu rije¢ te kako
bi se moglo provesti ucinkovito genetsko savjetovanje te prilagoditi terapiju za pojedinca.
Primjerice, sindrom Schaff-Yang, sindrom Cohen, sindrom Alstrém te sindrom Bardet-Bidel mogu
prema simptomima klinicke slike upuc¢ivati na PWS (Butler i sur., 2019). Takoder, sli¢ni simptomi
AS-u mogu biti prisutni kod pojedinaca oboljelih od sindroma Pitt-Hopkins, sindroma
Christianson, sindroma Mowatt-Wilson, sindroma Koolen de Vries itd. (Margolis i sur., 2015).
Nadalje, raspoznavanje BWS-a prema klini¢koj slici moze biti otezano zbog sindroma koji imaju
preklapajuc¢e simptome BWS-u, a to su sindrom Kagami-Ogata, sindrom Costell, sindrom
Simpson-Golabi-Behmel i jo§ nekolicina drugih (Engel i sur., 2000). Postoji nekoliko sindroma
¢iji se fenotip djelomi¢no poklapa sa fenotipom osoba oboljelih od RSS-a, a to su sindrom Bloom,

sindrom Meier-Gorlin te sindrom Nijmegen (Wakeling i sur., 2016).

Metoda MS-MLPA omogucuje razlikovanje poremecaja genomskog utiskivanja od
poremecaja sa sli¢cnim, odnosno preklapajué¢im klini¢ckim znacajkama (Moelans i sur., 2017). Ona
omogucuje analizu promjena metilacijskog statusa i odredivanje broja kopija gena u jednoj reakciji
te tocnu i preciznu potvrdu uputne dijagnoze. Takoder, ova metoda omogucuje analizu vise lokusa
u jednoj reakciji, $to je vrlo korisno za analizu poremecaja genomskog utiskivanja gdje moze biti
ukljuc¢eno vise gena i regija. KoriStenjem ove metode u dijagnostici malformacijskih sindroma
dobivaju se podaci poput postotka promjene metilacije u pojedinim uzorcima, §to je klju¢no pri

razumijevanju ozbiljnosti poremecaja i prilagodavanje terapije za pojedinca.

Ovim istrazivanjem potvrdila se postavljena hipoteza te je ustanovljeno da tocno otkrivanje
genetickog uzroka sindroma nastalih zbog poremecaja genomskog utiskivanja primjenom tehnike
molekularne citogenetike omogucuje bolje pracenje i genetsko savjetovanje bolesnika u svrhu

pruzanja u¢inkovite individualne terapije. IstraZivanje je provedeno na malim uzorcima te bolesnici
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nisu ras¢lanjeni prema dobnim skupinama, §to je potencijalno moglo utjecati na rezultat. U
buduénosti bi bilo korisno provesti ovakav tip analize na ve¢em uzorku bolesnika, ras¢laniti ih
prema dobnim skupinama, pratiti opée stanje svakog bolesnika kroz godine te napraviti usporedbu
ucinkovitosti metode MS-MLPA s drugim molekularnim metodama koje mogu posluziti kao alat

za dijagnostiku sindroma uzrokovanih genomskim utiskivanjem.
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6. ZAKLJUCAK
1. Metodom MS-MLPA je PWS potvrden kod 37% bolesnika.

2. Delecija je geneticki uzrok PWS-a kod 47% bolesnika, dok je promjena metilacijskog statusa
gena SNRPN i MAGEL?2 pronadena kod 53% bolesnika.

3. Primjenom metode MS-MLPA za 44% bolesnika potvrden je AS.

4. Kod potvrdenih bolesnika s AS-om geneticki uzroci uzroci nastanka bolesti su delecija (75%) i

mozai¢na hipometilacija (25%).

3. Sindrom Beckwith-Wiedemann potvrden je kod 52% bolesnika. Svi ispitanici imaju isti

molekularni uzrok nastanka bolesti, hipometilaciju gena KCNQ1OT1.

4. U skupini bolesnika sa sumnjom na RSS samo je kod 17% bolesnika potvrden sindrom

primjenom metode MS-MLPA.

5. Kao geneticki uzrok bolesnika s RSS-om kod 60% ispitanika utvrdena je hipermetilacija gena
GRB10 i MEST (UPD 7), dok je kod 40% bolesnika utvrdena hipometilacija gena H19.

5. Usporedbom fenotipa ovisno o molekularnom mehanizmu nastanka bolesti za PWS i RSS nije

utvrdena statisticki znacajna razlika.

6. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu fenotipa ispitanika kod kojih nije pronadena
promjena u broju kopija gena i/ili metilacijskog statusa i onih kod kojih je ista otkrivena za sva
Cetiri promatrana sindroma (PWS, AS, BWS i1 RSS).

7. Istrazivanjem je utvrdena vaznost metode MS-MLPA u dijagnostici malformacijskih sindroma

uzrokovanih genomskim utiskivanjem.
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