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1. UVOD

Po zavrSetku projekta sekvenciranja ljudskog genoma (Human genome project), 2003. godine,
omogucena je identifikacija milijuna varijacija u ljudskom genomu, od polimorfizama jedne baze
(SNP od engl. single-nucleotide polymorphism) do strukturnih varijacija veli¢ine preko nekoliko
tisu¢a baza, §to je otvorilo put novim istrazivanjima u podru¢ju medicinske genetike. Projekt
Human genome project rezultirao je stvaranjem referentne sekvence ljudskog genoma, koja je
postala temeljni alat u otkrivanju genetske podloge mnogih bolesti. Unato¢ ocekivanjima i
predvidanjima prije sekvenciranja ljudskog genoma, objavom rezultata 2003. godine otkriveno je
kako ljudski genom ima ukupnu veli¢inu od 3 milijarde nukleotida, ¢ime stvara digitalnu sliku od
priblizno 750 megabajta, te sadrzi znatno manje oc¢ekivanih gena koji kodiraju proteine, prema
procjeni 20 000 - 25 000 (Moraes i Goes, 2016). Tek 1,5% ljudskog genoma direktno kodira
proteine, dok se preostali dio sastoji od regulacijskih sekvenci, pokretnih genetickih elemenata,
introna, gena za RNA, pseudogena te nekodiraju¢e DNA. Povijesno su ove sekvence poznate i kao
»junk DNA®“. Analiza ovako velikog skupa podataka omogucena je napretkom tehnologija
sekvenciranja. Nedavno su nove tehnologije sekvenciranja dugih odsje¢aka DNA, razvijene od
strane tvrtki Oxford Nanopore Technologies i Pacific BioSciences, pruzile novi nacin
sekvenciranja ljudskog genoma. Konkretno, ove tehnologije omogucavaju otkrivanje slozenih
ponavljajuéih struktura prisutnih na razli¢itim lokacijama unutar ljudskog genoma, ukljucujuci:
centromere, nizove ribosomske RNA i pericentromerne ponavljajuce sekvence koje se nisu mogle
detektirati prijasnjim tehnologijama (Nurk i sur., 2022). Nedavno je objavljena potpuna ,,od
telomere do telomere™ (od engl. T2T — telomere to telomere) sekvenca za jedan ljudski haplotip.
Sekvenciranje i sastavljanje kompletnog ljudskog genoma od telomere do telomere omogucilo je

uvid u potpunu, neprekidnu sekvencu DNA.

S dostupnosc¢u genomske analize cijelog genoma, postalo je o€ito da slozena arhitektura ljudskog
genoma obuhvaca Siri spektar varijacija poznatih kao strukturne varijacije, koje ukljucuju insercije,
delecije, inverzije, translokacije i promjena broja kopija (CNV od engl. copy number variants).
Upravo ove promjene u genomu mogu uzrokovati razne bolesti i patoloska stanja, poput
neurorazvojnih poremecaja. Tijekom desetljeca nakon projekta sekvenciranja ljudskog genoma
tehnoloski razvoj omogucio je sekvenciranje pojedina¢ne molekule DNA u stvarnom vremenu

(sekvenciranje 3. generacije) ¢ime je zapocela nova era za ljudsku genomiku. Napredne tehnologije



sekvenciranja omogucavaju detaljnu analizu strukturnih varijacija, a posebice su zanimljive

evolucijski nove regije, koje se pojavljuju u genomu roda Homo, karakteristicne za ovjeka.

Danas su raznovrsni podaci o genima i njihovim proteinskim produktima dostupni pretrazivanjem
mreznih baza podataka, Sto doprinosi razumijevanju klinicke slike pacijenta i Kreiranju
najpovoljnije terapije za pojedinca. Precizna genomska analiza pospjeSuje pravovremeno
postavljanje dijagnoze uz ranu mogucnost intervencije, a napretkom alata i tehnika sekvenciranja
te informacije postaju brzo i lako dostupne. Tehnike sekvenciranja tre¢e generacije zaobilaze
dosadasnje prepreke i ogranicenja analize podataka te otvaraju vrata otkrivanju klinicke vaznosti

strukturnih varijacija evolucijski novih gena kod ispitanika s neurorazvojnim poremecajima.

1.1. Ljudski genom

Genom je kompletna sekvenca DNA koja se nalazi u svakoj stanici organizma i sadrzi sve genetske
informacije potrebne za rast, razvoj, funkcioniranje i reprodukciju organizma. Ljudski genom, koji
sadrzi 3 200 000 000 nukleotida u haploidnom setu kromosoma, nosi nasljednu informaciju koja
odreduje nasljedne osobine 1 podloznost bolestima. Ljudski genom je dinamican i promjenjiv, a na
njega djeluju vanjski faktori i zivotni stil pojedinca. Upravo genomska varijabilnost, definirana kao
razlika u slijedu DNA u genomima pojedinaca neke vrste, omogucava jedinstvenost svakoj osobi,
dok istovremeno otezava identifikaciju patoloskih promjena. Promjene u genomu mogu biti
raznovrsne, od numerickih do strukturnih, ukljucujuci polimorfizme jednog nukleotida, tandemska
ponavljanja, kratke insercije i/ili delecije, promjene broja kopija (CNV), uz kromosomske
reanzmane ukljucujuci: inverzije, translokacije i amplifikacije do kojih najce$ée dolazi zbog
pogreski tijekom mejoze. Promjene u genomu mogu biti korisne, Stetne ili neutralne. Aberacija
moze zahvatiti jedan ili viSe kromosoma, a razina posljedica ovisi o zahvacenih regijama. Promjene
u genomu ¢ovjeka nisu rezultat samo mejoticke nepravilnosti 1 pogreski tijekom replikacije DNA,
veé na njega utjeCu i okolisni faktori poput infekcija, zracenja, kemijskih mutagena, hormona te
bolesti majke, manjak nutrijenata ili hipoksija u ranim stadijima razvoja (Talseth-Palmer i Scott,
2011). Vecina bolesti rezultat je promjena i U genima i u okoliSu, a njihov udio varira ovisno o
dijagnozi pacijenta. Ljudska populacija obiluje polimorfizmima u obliku promjena slijeda DNA,
medutim takve promjene imaju slab ili nikakav ucinak na protein kojeg kodira odredeni gen. S
druge strane mutacije, definirane kao varijacije u slijedu DNA prisutne u manje od 1% populacije

Cesto uzrokuju genetske poremecaje jer promjene u broju kopija gena ili regulacijskih sekvenci
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¢esto znacajno utjecu na biolosku funkciju pojedinih vrsta stanica, $to rezultira raznim fenotipskim
karakteristikama. Otkri¢e promjena u broju kopija (CNV) u ljudskom genomu znacajno je prosirilo

nase razumijevanje uloge strukturnih varijacija molekule DNA u podlozi bolesti.

1.2. Strukturne varijacije

Strukturne varijacije (SV) u ljudskom genomu odnose se na promjene u organizaciji DNA koja
ukljucuje gubitak, dodatak ili zamjenu fragmenata DNA vecih od 50 parova baza (Mastrorosa i
sur., 2023). Strukturne varijacije karakterizira promjena u broju kopija DNA ili promjena
genomskog poloZzaja, a ukljucuju: varijante broja kopija, insercije, inverzije, delecije, translokacije,

pokretne geneticke elemente, ekspanzije repetitivnih sekvenci i sloZzene rekombinacije.

Ove varijacije mogu nastati kao rezultat razli¢itih mehanizama, ukljucujuc¢i dogadaje tijekom
replikacije DNA (primjerice smanjenjem ili povecanjem broja kratkih tandemskih ponavljanja)
nehomologno rekombinacijsko spajanje, ili mogu biti posljedica utjecaja pokretnih genetickih
elemenata, a nastaju lomom fosfodiesterske veze u molekuli DNA. Osim toga strukturne varijacije
mogu nastati i de novo, §to znaci da ih pojedinac ne nasljeduje od roditelja ve¢ nastaju spontano
tijekom razvoja zametnih stanica ili kasnije tijekom zivota. Strukturne varijacije koje dovode do
promjene u broju kopija DNA nazivaju se promjene broja kopija (CNV). Definirane su kao posebna
podvrsta SV, naj¢esce nastale duplikacijama i/ili delecijama. Amplifikacije imaju za posljedicu
povecanje broja kopija DNA segmenta koji je zahvacen, dok delecije imaju za posljedicu gubitak
broja kopija DNA u zahvac¢enom segmentu. S obzirom na referentni broj kopija amplifikacije mogu
biti pojedinacne pa ih u tom sluc¢aju nazivamo duplikacije, dok u slu¢aju povecanja broja kopija
nastaju multiplikacije. Kada govorimo o delecijama one mogu biti homozigotne ili heterozigotne
ovisno o gubitku broja kopija. Strukturne varijacije obi¢no se opisuju kao pojedina¢ne promjene,

ali mogu ukljucivati i kombinacije razli¢itih tipova varijacija (Mahmoud, 2019).

Istrazivanje genomske varijabilnosti intenzivno je zapocelo objavljivanjem rezultata Projekta
sekvenciranja ljudskog genoma, nakon cega je uslijedio projekt HapMap na koji se nastavlja
projekt The 1000 Genomes Project, s ciljem stvaranja najveceg javno dostupnog kataloga ljudske
genomske varijabilnosti. Glavni cilj projekta ukljucivao je identifikaciju vec¢ine genomskih
varijacija s frekvencijom od najmanje 1% u proucavanim populacijama, ¢ime se pruza uvid u

genomsku raznolikost i, potencijalno, razumijevanje biologije bolesti (Auton i sur., 2015). U



sklopu projekta sekvencirani su genomi 2504 pojedinaca iz 26 populacija pri ¢emu su sve dobivene
informacije postale dostupne javnosti putem besplatnih baza podataka. Osim toga, ciljevi su
ukljucivali pronalazenje kratkih insercija i/ili delecija i strukturnih varijanti, odredivanje genotipa
i haplotipa svih uzoraka te razvijanje metoda analize DNA-sekvenci, alata i resursa koji ¢e biti
koriSteni u buduc¢im istrazivanjima. Rezultati projekta The 1000 Genomes project pokazali su da
prosjecan ljudski genom obuhvaéa od 2100 do 2500 strukturnih varijacija koje ukljucuju oko 20
milijuna parova baza (Auton i sur., 2015). Strukturne varijacije mogu imati razli¢ite posljedice na
funkciju gena i fenotip organizma, a u posljednje vrijeme otkrivena je njihova povezanost s
etiologijom neurorazvojnih poremecaja. Strukturne varijacije djeluju na funkciju gena kroz
nekoliko mehanizama. Najjednostavniji mehanizam ukljucuje dodatak sekvence dupliciranjem ili
gubitak sekvence brisanjem cijelih gena, §to rezultira efektom doziranja gena, povecavajuéi ili
smanjujuci razinu ekspresije gena i koli¢inu kodiranog proteina. Ekstreman primjer ovog efekta
predstavlja homozigotna delecija gena, koja uzrokuje potpuni gubitak transkripta i kodiranog
proteina. Alternativno, strukturna varijacija moze indirektno utjecati na razine ekspresije gena
mijenjanjem prostornog odnosa izmedu regulacijskih elemenata i gena. Strukturna varijacija moze
uzrokovati i nastanak fuzijskog proteina, ili moze djelovati na promjenu okvira Eitanja uz
mogucnost dodavanja ili gubitka dijelova proteina (Hollox i sur., 2022). lako strukturne varijacije
i genomska raznolikost predstavljaju podlogu evolucije, poremecaj funkcije gena moze uzrokovati
bolest. Napretkom tehnologija detekcije sekvence DNA, uoceno je kako su strukturne varijacije
vrlo zastupljene u neurodegenerativnim bolestima mozga, poput Alzheimerove bolesti i
frontotemporalne demencije (De Coster i Van Broeckhoven, 2019). Uz to, priblizno 15-20% osoba
s intelektualnim teSko¢ama i poremecajima iz autisticnog spektra pokazuje klinicki znacajne

strukturne varijacije (Weckselblatt i Rudd, 2015), stoga je vazna njihova pravovremena detekcija.

Standardne metode detekcije strukturnih varjjacija danas ukljuuju pruganje kromosoma,
fluorescentnu hibridizaciju in situ (FISH, od engl. Fluorescence in situ hybridization) i
kromosomske mikrocipove. Dok posljednja tehnika otkriva promjene broja kopija (CNV) u obliku
duplikacija i delecija, pruganje kromosoma i FISH takoder mogu detektirati strukturne varijacije
koje nisu samo promjene u broju kopija, poput uravnoteZenih translokacija. Najnovije tehnike
sekvenciranja 3. generacije omogucavaju dublju analizu strukturnih varijacija uz moguénost

istrazivanja molekularnih mehanizama njihova nastanka.



1.3. Sekvenciranje

Sekvenciranje je proces odredivanja slijeda nukleotida (A, T/U, C i G) u molekuli DNA ili RNA.
Kroz povijest, razvoj tehnologija sekvenciranja imao je klju¢nu ulogu u napretku razumijevanja
ljudskog genoma. Od prvih metoda poput Sangerovog sekvenciranja, preko masovnog paralelnog
sekvenciranja, do modernih tehnologija treée generacije, svaki je korak omogucio sve dublje uvide
u genetske uzroke bolesti. Automatizacija Sangerovog sekvenciranja, razvijena u 1980-ima,
predstavlja prvu generaciju tehnologija sekvenciranja DNA. Sangerova tehnika temeljila se na
upotrebi lancane reakcije polimeraze (PCR od engl. polymerase chain reaction) za sintezu
komplementarnih lanaca DNA u prisutnosti dideoksi-nukleotida, koji svojim vezanjem sprecavaju
daljnju elongaciju. U samom procesu provodile su se 4 odvojene reakcije elongacije, do trenutka
vezanja odredenog dideoksi-nukelotida koji zaustavlja sintezu lanaca, nakon ¢ega je potrebno
provesti gel elektroforezu 1 fragmente poredati po veli¢ini. Glavna ogranicenja Sangerovog
sekvenciranja ukljucivala su visoke troskove, nisku brzinu sekvenciranja i ograni¢enja u duljini
oc¢itanja. Pojavom florescentno obiljezenih signala i automatiziranih uredaja za kapilarnu
elektroforezu reakcija se mogla provoditi u jednoj smjesi, ali duljina o¢itanih sljedova (engl. reads)
nije bila veca od 1 kb (Heather i Chain, 2016).

Tehnoloskim napretkom kompanija poput Pyrosequencing AB, Illumina i SOLID, pojavljuje se
druga generacija tehnologija sekvenciranja, nazvana jo§ generacija masovnog paralelnog
sekvenciranja. Fragmenti DNA prvo se ligiraju s adapterima, zatim se amplificiraju i sekvenciraju
u masivno paralelnim reakcijama. Ove tehnike omogucile su istovremeno sekvenciranje milijuna
kratkih fragmenata DNA, koje se naknadno sastavljaju u cjelovit slijed, povecavajuci time brzinu
i smanjujudi troSkove sekvenciranja. Medutim, ove tehnologije imaju ogranic¢enja u duljini o€itanja
i nisu bile idealne za detekciju strukturnih varijacija zbog ve¢e mogucnosti pogreski. Sekvenciranje
kratkih odsjecaka DNA neée pouzdano mapirati sekvence u repetitivnim regijama genoma, kao $to
su regije nedavne segmentne duplikacije, tandemska ponavljanja ili regije obogacene baznim
parovima CG ili AT (Mastrorosa i sur., 2023). Detekcija strukturnih varijacija metodom
sekvenciranja kratkih odsjecaka DNA pokazuje nisku osjetljivost (30-70%) te visoku stopu lazno
pozitivnih rezultata (De Coster i Van Broeckhoven, 2019).

Najnoviji tehnoloski napredak u ovom podrucju dolazi s razvojem trece generacije sekvenciranja,

poznate i kao sekvenciranje dugih odsjeCaka DNA (LRS od engl. long-read sequencing), koje su
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u mogucnosti proizvesti kontinuirane sekvence u rasponu duljine od 10 kilobaza do nekoliko

megabaza. Danas su na trzistu dostupne 2 varijante: tehnologija sekvenciranja koju je razvila tvrtka

Pacifc Bio-sciences (PacBio) i sekvencer tvrtke Oxford Nanopore Technologies (ONT). U radu

Mastrorosa i sur., 2023 istaknuto je kako LRS tehnologija moze identificirati prosje¢no 25 000

strukturnih varijacija u ljudskom genomu za razliku od tehnologije sekvenciranja kratkih odsjecaka

istih uzoraka, koji, ovisno o alatima za otkrivanje SV-a, generiraju samo 3000 do 10 000 SV-a.

Dodatno, otkrivanje strukturnih varijacija pomoc¢u druge generacije sekvenciranja ogranic¢eno je

osjetljivos¢u i specificnos¢u metode, te ga ¢ini nepouzdanim klini¢kim testom, stoga primjena

modernih tehnologija sekvenciranja i analize podataka pruza novi uvid u prethodno propustene

varijante uzro¢nika bolesti. Glavne osobine pojedine generacije sekvenciranja uz pojedinacne

korake prikazane su na Slici 1.
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Slika 1. Shematski prikaz usporedbe glavnih karakteristika tri generacije sekvenciranja: a) Sangerovo
sekvenciranje b) druga generacija sekvenciranja ¢) tre¢a generacija sekvenciranja s glavnim predstavnicima

i koracima sekvenciranja. Preuzeto i prilagodeno prema (Patterson i sur., 2020).



Nanoporsko sekvenciranje dugih odsjeCaka DNA razvijeno je s ciljem ocitavanja signala u
stvarnom vremenu bez prekida sinteze (poznato kao sekvenciranje u stvarnom vremenu) uz
mogucnost sekvenciranja bez prethodnog umnozavanja uzorka. Ova tehnologija omogucuje
neprekidno ocitanje pojedinacnih molekula DNA, ¢ime se eliminira potreba za fragmentacijom
DNA i omoguéuje detaljnija analiza strukturnih varijacija. Tehnologija sekvenciranja ONT, za
razliku od vecine drugih metoda, ne ovisi o djelovanju DNA-polimeraze, ve¢ koristi enzim za
odmatanje i proteinske pore kroz koje se provlace jednolan¢ane molekule DNA ili RNA kroz
sinteticke membrane. Kada lanac DNA prolazi kroz nanoporu, sekvencer prepoznaje bazu prema
promjenama u elektricnom potencijalu. Promjene u ionskoj struji, koje su jedinstvene za svaku
bazu, prevode se u nukleotide putem algoritama strojnog u¢enja $to omogucava oc€itanje sekvence

u stvarnom vremenu te automatsku usporedbu sa referentnim genomom.

Prije sekvenciranja potrebno je pripremiti biblioteku, $to se radi jednim od dva glavna protokola.
Prvi protokol ukljucuje ligaciju adaptera te omogucéava zavrSetak pripreme unutar 10 minuta, ali
ima nedostatak da se adapteri mogu nasumiéno ugraditi $to skra¢uje fragmente DNA prije samog
sekvenciranja. Drugi protokol, temeljen na ligaciji, o¢uva duljinu fragmenata DNA i moze se
dovrsiti za 1-2 sata. Oba protokola ukljucuju ucitavanje pripremljenih knjiznica u plocicu za
sekvenciranje, gdje mogu ostati funkcionalne do 72 sata. Razlog tome je §to proteinske pore unutar
ploCice za sekvenciranje S vremenom denaturiraju zbog zagrijavanja, sto smanjuje kvalitetu
izlaznih podataka. Stoga se preporuca pranje plocice za sekvenciranje i ponovno ucitavanje novih

biblioteka tijekom trajanja eksperimenta kako bi se optimizirali rezultati sekvenciranja.

Odredivanje baza je prvi korak potreban za pretvaranje sirovih podataka sekvenciranja (od engl.
raw data) u sekvencu nukleotida procesom poziva baze (od engl. base calling). Sirovi podaci u
obliku impulsa pretvaraju se u baze, stvaraju¢i dugi niz. Trenutano koriSteni softver za proces
poziva baze zove se Guppy, koji koristi neuronske mreze za odredivanje sekvence iz sirovog
signala (Mastrorosa i sur., 2023). Na taj nac¢in omoguceno je cijelogenomsko sekvenciranje unutar

8 sati, za razliku od Sangerovog sekvenciranja ljudskog genoma koje bi trajalo godinama.

Glavne prednosti nanoporskog sekvenciranja ukljucuju brzinu, neprekidno ocitanje dugih
odsjecaka DNA, moguénost sekvenciranja bez prethodnog umnazanja DNA te prenosivost uredaja
poput MinlON-a. Medutim, postoje i odredeni nedostaci ukljucujuéi: 1) to¢nost — iako se

kontinuirano poboljsava, to¢nost nanoporskog sekvenciranja jo$ uvijek zaostaje u usporedbi s



drugim tehnologijama. Sekvenciranje ONT metodom pokazuje pogreske pozivanja baza u
telomernim podruc¢jima i tesko razdvaja homopolimerere dulje od 5-7 nukleotida (Mahmoud, 2019
i Mastrorosa i sur., 2023), 2) troskovi — pocetni troSkovi opreme za Nanopore sekvenciranje
predstavljaju znacajnu investiciju, iako zanemarivu u odnosu na prethodnu generaciju lllumina
tehnologije i 3) analiza podataka dobivena ovom tehnologijom sekvenciranja moze biti slozena
zbog velike koli¢ine podataka i potrebe za sofisticiranim algoritmima. Bez obzira na sve navedeno,
uvodenjem nanoporskog sekvenciranja, omogucava se brze i u¢inkovitije sekvenciranje DNA s
moguc¢noS¢u ocitanja dugih odsjecaka i detekcije strukturnih varijacija koje nije bilo moguce

detektirati sekvenciranjem kratkih odsjecaka.

Razvojem tehnologije 3. generacije sekvenciranja prethodno nedostupna podrucja genoma sada se
mogu istraziti. Konkretno, sekvenciranje upotrebnom tehnologije LRS-a omogucava detekciju 3
do 4 puta vise strukturnih varijacija, osobito u rasponu od 50 do 1000 bp, u usporedbi sa
tehnologijom sekvenciranja kratkih odsjeCaka (De Coster i Van Broeckhoven, 2019). Uz to,
sekvenciranje dugih odsjecaka olakSava sklapanje genoma jer se dulja ocitanja medusobno
preklapaju, ¢ime se eliminiraju praznine i pokriva se cijeli genom. LRS tehnologija omogucéava
precizno sekvenciranje ponavljajué¢ih regija te otkrivanje epigenetskih modifikacija poput
metilacije. Dodatno, nove tehnologije sekvenciranja pomazu u haplotipizaciji jer se umjesto
kombiniranja maj¢inske i oceve kopije kromosoma, alati za LRS mogu koristiti za njihovo
odvojeno sastavljanje; na taj nacin moguce je odrediti je 1i alel naslijeden s maj¢ine/oCeve
strane i nalazi li se varijanta u cis ili trans obliku. Slijedom toga, sekvenciranje tehnologijom trece
generacije omogucava sveobuhvatniju molekularnu dijagnozu rijetkih genetskih bolesti 1

predstavlja iskorak u medicini.

Godine 2022. ¢asopis Nature proglasio je sekvenciranje dugih odsje¢aka metodom godine, upravo
zbog brojnih mogucénosti koje upotreba ove tehnologije pruza znanstvenoj zajednici. Nanopore
tehnologija nudi najduza o€itanja, dok se PacBio sustav isti¢e visokom to¢nosc¢u. LRS tehnologija
posebno se isti¢e u identificiranju novih izoformi i varijanti transkripata velikih gena, te kao takva
predstavlja mocan istrazivacki alat. Konacno, LRS tehnologija predstavlja obecavajuéi ucinak u
otkrivanju strukturnih promjena u mitohondrijskom genomu te omogucava direktno sekvenciranje

nativnih mMRNA molekula (Mastrorosa i sur., 2023).



1.4. Evolucijski novi geni kod ¢ovjeka

Evolucijski novi geni, definirani kao geni koji su specifi¢ni za ovjeka ili imaju znacajne razlike u
ekspresiji i funkciji u usporedbi s drugim vrstama, postali su predmet intenzivnog istrazivanja u
kontekstu neurorazvojnih poremecaja. Navedeni geni imaju klju¢nu ulogu u regulaciji procesa
razvoja centralnog ziv¢anog sustava i predstavljaju poveznicu s pojavnim oblicima neurorazvojnih
poremecaja. Ovi geni nastaju kao rezultat evolucijskih procesa poput dupliciranja gena, genomske
reorganizacije i divergentne evolucije te postaju kljucan element u razumijevanju evolucije i
biologije Covjeka. Evolucijski novi geni dijelovi su regija nedavne segmentne duplikacije, $to znaci
da su kopije odredenih dijelova gena ili ¢itavih gena umetnute u genom. Ove segmentne duplikacije
mogu obuhvatiti viSe tisuéa parova baza. Takve duplikacije mogu biti posljedica razlicitih
molekularnih mehanizama, poput nehomologne rekombinacije ili retrotranspozicije, a uzrokuju
promjene u funkciji gena. Ljudski genom sadrzi velik broj porodica gena koje brzo evoluiraju, a
danas je poznato vise od 400 segmenata ljudskog genoma koji su viSestruko duplicirani tijekom
evolucije hominoida. Ukupno, segmentne duplikacije ¢ine priblizno 5% ljudskog genoma (Bekpen
i Tautz, 2019).

Evolucijsko novi geni ¢esto pokazuju specificne uzorke ekspresije u razli¢itim tkivima i stadijima
razvoja, sugeriraju¢i njihovu vaznu ulogu u adaptaciji na okoliSne uvjete i1 intelektualnim
naprecima ¢ovjeka. Mnogi od ovih gena sudjeluju u razvoju i regulaciji funkcija povezanih s
mozgom. Primjerice porodica gena NBPF, distribuirana je duz kromosoma 1 u 16 kopija od kojih
su 6 u tandemu, a 10 ih je rasprseno, a ukljuceni su u mozdane i neuronske funkcije. U prilog tome,
otkriveno je kako porodica NBPF ima vaznu ulogu u razvoju mozga te je povezana s neuroloskim
poremecajima poput mikro- i makrocefalije, autizma i shizofrenije (Bekpen i Tautz, 2019). Snazni
dokaz evolucijskog razvoja ove skupine gena karakteristi¢ne za hominine predstavlja ¢injenica da
genom makakija sadrzi 3 kopije navedenog gena, dok genom misa i drugih sisavaca nema jasne
ortologe (Bekpen i Tautz, 2019). Takoder, postoji snazna povezanost broja kopija gena NBPF s
povecanjem veli¢ina mozga kod primata i ljudi. Genska porodica NBPF nalazi se unutar domene
Olduvai ljudskog genoma, vazne za stabilnost genoma. Promjene u broju kopija domene Olduvai
mogu imati posljedice na uravnotezenost genoma i funkcije gena, potencijalno koreliraju¢i s
razli¢itim genetskim poremecajima ili promijenjenim karakteristikama razvoja i funkcije mozga,

ukljucujuéi nastanak neuroloskih poremecaja, razvojnih anomalija te varijacija u kognitivnim



sposobnostima. Stoga, istrazivanja domene Olduvai i promjene broja kopija (CNV) pruza uvide u
genetsku raznolikost i razumijevanje genetskih bolesti.

Jo$ jedan primjer evolucijski novih gena sklonih duplikaciji uklju¢uje gensku porodicu GOLGA,
¢ije promjene su povezane s intelektualnim poteSko¢ama i razvojem shizofrenije, autizma i
epilepsije (Bekpen i Tautz, 2019). S obzirom na specifi¢nost i kompleksnost takvih sekvenci,
klasi¢no eksomsko/genomsko sekvenciranje nije primjenjivo kod njihove detekcije, posebice u
istrazivanjima i otkrivanjima strukturnih varijanti povezanih s neurorazvojnim poremecajima.

Jedan potencijalni pristup prevladavanju tih ogranicenja je koristenje tehnologije LRS.

Dokazano je kako su regije segmentne duplikacije podloznije nastanku varijacija u broju kopija, u
odnosu na ostatak genoma. Za dublje razumijevanje uloge promjena broja kopija DNA u podlozi
ljudskih bolesti, neophodno je analizirati fenotipske varijacije koje proizlaze iz tih promjena.
Duplikacije i delecije, putem razli¢itih molekularnih mehanizama, mogu rezultirati promjenom
fenotipa. Primarni mehanizam putem kojeg varijacije u broju kopija utje¢u na fenotip ukljucuju
promjenu ekspresije okolnih gena unutar iste genomske regije, §to moze rezultirati razli¢itim
fenotipovima. Dodatno, moze se dogoditi promjena u broju kopija regulacijskih regija gena koje
utjecu na ekspresiju. Osim toga, CNV-0vi mogu imati pozicijski uc¢inak, formirajuci se u razlic¢itim
udaljenostima od heterokromatskih regija (de Smith i sur.,, 2010). Nedavna istraZivanja
identificirala su vezu izmedu CNV-a i mnogih kompleksnih bolesti i poremecaja. Na primjer,
pacijenti oboljeli od autizma, Parkinsonove i Alzheimerove bolesti, shizofrenije, epilepsije i
autoimunih bolesti imaju duplikacije i/ili delecije brojnih regija genoma.

Neovisno o tome radi li se o varijacijama u broju kopija, tandemskim ponavljanjima, malim
insercijama i/ili delcijama ili tockastim mutacijama, promjene u evolucijski novim genima pruzaju
uvid u fenotipske jedinstvenosti Covjeka te omogucavaju istrazivanje patoloskih stanja.
Analizirajué¢i navedene promjene, moguce je odrediti molekularne karakteristike stani¢nih,
fizioloskih, morfoloskih, bihevioralnih i reproduktivnih svojstava ¢ovjeka. Osim toga evolucijski
novi geni doprinose razvoju strukturnih i funkcionalnih karakteristika mozga te utjeCu na
kognitivne sposobnosti, a njihove promjene Cesto su povezane S predispozicijom za neurorazvojne

poremecaje.
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1.5. Neurorazvojni poremecaji

Neurorazvojni poremecaji (NDD, od engl. neurodevelopmental disorders) predstavljaju slozenu
grupu stanja koja znacajno utje¢e na normalan razvoj mozga i povezani su s brojnim kognitivnim,
senzornim 1 motoriCkim ograni¢enjima. Promjene u strukturni i funkciji zapoCinju u ranim
stadijima razvoja, a njihov stupanj ovisi o individualnim karakteristika pacijenta i pravovremenom
pocetku terapije. Prosje¢no, neurorazvojni poremecaji pogadaju 1-3% djece (Hiatt i sur., 2021).
Medutim postoje i razlike medu spolovima, pri ¢emu su muskarci podloznija skupina razvoju
NDD-a (May i sur., 2019). Neurorazvojni poremecaji manifestiraju se razli¢itim simptomima,
ukljuujuéi probleme s komunikacijom, socijalnom interakcijom, paznjom, motorickim
vjeStinama, intelektualnim ograni¢enjima i dr. Uz navedeno, oboljeli od neurorazvojnih

poremecaja pokazuju smanjenu plodnost (Morris-Rosendahl i Crocg, 2020).

Etiologija neurorazvojnih poremecaja je slozena i1 multifaktorska, ukljucujuéi genetske,
epigenetske, neuroloske, okolisne i prenatalne faktore. Genetski faktori imaju klju¢nu ulogu u
podlozi nastanka neurorazvojnih poremecaja, s kombinacijom nasljednih i sporadi¢nih genetskih
varijacija. Brojni neurorazvojni poremecaji rezultat su velikih strukturnih varijacija de novo, a
ukljucuju promjene u vise stotina gena (Hiatt i sur., 2021). Osim toga, promjene epigenetskih
modifikacija, poput metilacije DNA i modifikacija histona, mogu utjecati na ekspresiju gena
tijekom razvoja mozga. Okolisni faktori, poput izloZenosti toksinima, infekcijama, traumama i
stresu, takoder mogu doprinijeti riziku od razvoja neurorazvojnih poremecaja. Sama dijagnoza
NDD-a temelji se na multidisciplinarnom pristupu koji ukljucuje klinicku procjenu,
neuropsiholosko testiranje, procjenu razvoja i ponasanja te procjenu funkcionalnih sposobnosti. Za
mnoge neurorazvojne poremecaje ne postoji jednostavan dijagnosticki test, pa se dijagnoza
postavlja na temelju promatranja simptoma i klinickih kriterija definiranih u medicinsko-
dijagnostickim priru¢nicima. Primjer takvog prirucnika je ,,Dijagnosticki 1 statisticki prirucnik za
mentalne poremecaje‘ koji objedinjuje 6 kategorija koje poblize definiraju specifi¢ne poremecaje,
a to su: poremecaji iz spektra autizma, komunikacijski poremecaji, poremecaj pozornosti s
hiperaktivnoséu, poremecaji intelektualnog razvoja, poremecaj motorike uz specifi¢ne poremecaje
ucenja. Terapija oboljelih od neurorazvojnih poremecaja ovisi o vrsti 1 tezini poremecaja, a

ukljucuje terapiju ponasanja, logopedsku terapiju, fizioterapiju, te terapiju lijekovima.

11



Razli¢ite vrste genetickih promjena povezane su s pojavom neurorazvojnih poremecaja,
ukljucujuéi rearanzmane dijelova kromosoma, promjene u broju kopija DNA, male insercije i/ili
delecije te tockaste mutacije. Medutim, intenzitet fenotipa bolesti ovisi i 0 osjetljivosti ukljuc¢enih
gena. Osjetljivost gena oznacava koliko su geni tolerantni na mutacije; niza tolerancija oznacava
visu osjetljivost. Geni povezani s neurorazvojnim poremecajima ¢esto su visoko osjetljivi i njihova
mutacija moze znacajno povecati rizik od bolesti. Takvi geni, poznati kao haploinsuficijentni,
obi¢no su rijetki i podlozni jakom negativnom selektivnom pritisku. Nasuprot tome, manje
osjetljivi geni Cesto prenose varijante kroz generacije bez izazivanja bolesti, iako novija
istrazivanja pokazuju da poligenski neurorazvojni poremecaji mogu biti povezani s uobicajenim
varijantama, gdje je razvoj bolesti rezultat kombiniranih ucinaka viSe mutacija i njihovih

interakcija.

Pretrazivanjem baza podataka nedavno su utvrdeni jaki kandidatni geni povezani s neurorazvojnim
poremecajima. Prema radu Leblond i sur., 2021 ukupan broj visokopouzdanih NDD gena (HC-
NDD, od engl. high confidence NDD genes) iznosi 1586. Kod ljudi, 68% HC-NDD gena s
dominantnim modelom nasljedivanja snazno je netolerantno na mutacije koje uzrokuju gubitak
funkcije, uzimajuéi u obzir pLI ili LOEUF parametre. Ovi geni eksprimirani su u ranim fazama
razvoja fetusnog mozga, a imaju ulogu u stani¢nom ciklusu, metabolizmu i sinapti¢kim funkcijama
(Leblond i sur., 2021). Stoga, napretkom u tehnologijama sekvenciranje genoma i metodama
analize podataka danas je moguce odrediti precizniju geneti¢ku dijagnozu podloge neurorazvojnih

poremecaja te otkriti dodatne gene ukljucene u razvoj ove kroni¢ne bolesti.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja je utvrditi klinicku znacajnost strukturnih varijacija u evolucijski novim
genima kod ispitanika s neurorazvojnim poremecajima upotrebom sekvenciranja dugih odsjecaka

DNA.
Specificni ciljevi su:

e Vizualizacija podataka dobivenih sekvenciranjem

e Pretrazivanje javno dostupnih baza podataka kako bi se dobile dodatne informacije o
evolucijski novim genima, sto pomaze stvaranju cjelovite slike o ulozi pojedinog gena (i
njegovog proteinskog produkta) u razvoju i odrzanju funkcija mozga te uocavanju
promjena koje se deSavaju U podlozi neurorazvojih poremecaja.

e Evaluacija strukturnih varijacija te odredivanje klinickog znacaja uocenih promjena
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

Diplomski rad izraden je u sklopu projekta ,,Koliko smo razli¢iti kao ljudi? Raznolikost evolucijski
novih gena u neurorazvojnim poremecajima“ financiran od Zaklade ADRIS, pri ¢emu su
prikupljeni uzorci 7 pacijenata. Istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Etickog povjerenstva Centra za rehabilitaciju Stanc¢i¢ i Etickog
povjerenstva Centra za rehabilitaciju Zagreb uz informirani pristanak roditelja/staratelja za

sudjelovanje u istrazivanju.

U istrazivanje su ukljuceni pacijenti s prethodnom genetickom obradom koja nije utvrdila uzrok
neurorazvojnih poremecaja. Obrada je ukljucivala analizu kariotipa metodom G-pruganja, analizu
MLPA, te analizu DNA na kromosomskim mikro¢ipovima. Nalazi svih navedenih pretraga
pokazali su normalne rezultate. U svrhu anonimnosti podataka pacijenti su oznaceni $iframa CR2-
1,CR2-2,CR2-4,ST-1, ST-2, ST-31 ST-4. Svakom od 7 pacijenata uzeti su uzorci krvi i provedeno
je sekvenciranje nanoporama dugih odsje¢aka DNA. Sekvenciranje je napravljeno u Institutu za
humanu genetiku i genomsku medicinu, Sveucilista RWTH Aachen, Njemacka. Ucinjeno je
sekvenciranje cijelog genoma, pri ¢emu su za potrebe izrade diplomskog rada izdvojene evolucijski
nove regije, prisutne iskljuivo u genomu covjeka. Genomske regije od interesa nadene su

pretrazivanjem baze GenTree (http://gentree.ioz.ac.cn/). Integrirana mrezna baza podataka

GenTree pruza informacije o evoluciji 1 funkciji kodiraju¢ih gena specificnih za primate.
Objedinjuje tri tipa podataka: (1) podatke o anotaciji gena iz baze Ensembl (2) zakljucak o starosti
gena i mehanizmu nastanka i (3) podatke o ulozi gena temeljene na funkcionalnim genomskim
podacima iz baza Human protein atlas (HPA), Genotype-Tissue Expression (GTEx), Human
Proteome Map (HPM) i BrainSpan uz kvantitativne geneti¢ke podatke (genome-wide association
data from GWASdb2) i selektivne podatke (positive selection tracks from PopHuman). Popis gena

izdvojenih iz baze GenTree nalazi se u Prilogu 1.

3.2. Obrada podataka dobivenih sekvenciranjem

Nakon sekvenciranja dobiven je velik skup podataka, od ¢ega su za potrebe ovog istrazivanja

koriSteni sljedec¢i podaci: strukturne varijacije (SV) pojedinog pacijenta, kromosom na kojem se
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SV nalazi, pocetnu i zavrSnu koordinatu segmenta DNA, duljinu segmenta DNA izrazenu u
parovima baza, tip promjene (delecija, insercija ili inverzija), tocan slijed baza, broj i oznaku gena
koji SV ukljucuje, postojanje pomaka okvira ¢itanja, polozaj unutar eksona ili introna uz druge
dodatne informacije. U prvom koraku izdvojila sam podatke koji se nalaze unutar eksona s ciljem
pronalaska kodirajuéih regija. Potom sam provela izdvajanje velikih strukturnih varijacija, veli¢ine

vise od 800 parova baza.

Podatke o strukturnim varijacijama koji se nalaze unutar eksona pregledala sam u ra¢unalnom
programu Integrative Genomics Viewer (IGV) §to je omogucilo dobivanje vizualne informacije.
IGV, razvijen od strane instituta Broad, je jednostavan i multifunkcionalan softverski alat
prilagoden za vizualizaciju i analizu genomskih podataka. Integrative Genomics Viewer dopusta
unos velikog seta podataka, ukljucujuéi podatke sekvenciranja tre¢e generacije, a moguce je
analizirati gensku ekspresiju, mutacije, genomske anotacije, metilaciju, poravnate sekvence
ocitanja, broj kopija te RNA-interferenciju. Unosom to¢nih koordinata strukturne varijacije
pojedinog pacijenta analizirala sam delecije i insercije kako bih dobila podatke o pokrivenosti i
kvaliteti sekvenciranja. Analizu sam provela unosom kromosoma na kojem se nalazi strukturna
varijacija uz start- i stop-poziciju (primjer: chr4:190175199-190176043). Prije analize sekvence
sam poredala po kvaliteti (opcija ,,sort alignment by mapping quality). Na taj nacin olakSana je
interpretacija strukturnih varijanti i funkcionalna karakterizacija. Kao referentni genom koristila
sam Human GRCh38/hg38. Pregled podataka unutar IGV-a omogucava uocavanje gresaka tijekom
sekvenciranja te izdvajanje stvarnih promjena. Iz podataka od interesa izdvojila sam aberacije koje

se preklapaju kod viSe pacijenata kako bih odredila ima li u¢estalih promjena.

3.3. Pregled podataka o odabranim genima iz dostupnih baza podataka

U cilju pronalaska gena povezanih s neurorazvojnim poremecajima, unutar analiziranih podataka
izdvojila sam gene zahvacene strukturnom varijacijom. Geni na kojima sam provodila daljnju
analizu su: DUX4, NBPF26, GOLGA6L1, LOC102723623, POTEH, FAM86B1, FAM86B2,
GOLGA6L22, RGPD6, NPIPB9, NBPF14, ANKRD20Al1l, NBPF10, CLEC18A, NBPF19,
FAM90A7P, ARHGAP11B i GOLGAGLSG.
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3.3.1. Baza Database of genomic variants

Pregled baze Database of genomic variants (DGV) preko UCSC alata Data integrator

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgintegrator) omoguc¢ava uvid u katalog strukturnih varijacija

unutar ljudskog genoma. Unosom definiranih regija od interesa (primjer: chrl 120824880
120829778) uz odabir izlaznih podataka analizirala sam strukturne varijacije prisutne u opcoj
populaciji, koje je moguée usporediti s pacijentima Cije uzorke sam analizirala. Samu analizu
provela sam uz upotrebu standarda DGV Gold, kako bi se postavili strogi kriteriji i izdvojili podaci
iz odabranih studija. Varijante DGV Gold sluze kao referenca visokokvalitetnin CNV-ova,
prikupljenih iz visokorezolucijskih studija s niskim stopama lazno pozitivnih rezultata. Koristila
sam DGV Gold Standard za usporedbu i verifikaciju podataka, fokusirajuci se na varijante s niskim
rangom kako bih identificirala pouzdane strukturne varijacije. U bazi sam pregledala podatke o
samoj varijanti (dodatak ili gubitak baza), broj obuhvaéenih istrazivanja, broj ispitanika u
pojedinom istrazivanju te frekvenciju unutar odredene populacije (africka, europska, azijska,
mjeSovita, meksicka, bliskoistocna, nepoznata, indijanska, sjevernoamericka, oceanijska,
juznoamericka te turska populacija). Naknadno sam izdvojila samo istrazivanja koja ukljucuju

gubitak baza. Kao referentni genom koristila sam Human GRCh38/hg38.

Sustav.  The University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/) predstavlja interaktivnu mreznu platformu koja pruza pristup

genomskim informacijama raznih vrsta kraljeZnjaka i beskraljeZnjaka te glavnih modelnih
organizama. Osnovni cilj je omoguciti znanstvenoj zajednici pristup detaljnim genomskim
podacima, ukljucujuci: podatke o genskoj ekspresiji, anotaciji gena, fenotipu, SNP-ove i druge
varijacije, epigenetske oznake, regulacijske elemente, transkriptome te olaksati njihovu analizu i

interpretaciju.

U svrhu ovog istrazivanja pretrazila sam Human BLAT Search. Polje Human BLAT Search u bazi
UCSC Genome Browser omogucéava pretrazivanje specificnih sekvenci u ljudskom genomu
(Assembly: Dec. 2013 GRCh38/hg38) koristenjem algoritma BLAT (BLAST-like Alignment Tool).
Ovim alatom ostvaruje se brzo i u¢inkovito pronalazenje koordinata sekvenci koje se podudaraju s
ulaznim podacima. Koristeci ovaj alat, uvrstila sam to¢an slijed baza insercija pacijenata, s ciljem
identifikacije podrucja u genomu koja se podudaraju s unesenom sekvencom. Analizu sam provela

kako bih istrazila podrijetlo sekvenci u genomu nasih pacijenata.
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3.3.2. Baza Decipher

Za utvrdivanje postoje¢ih strukturnih varijanti u ciljanim genima pretrazila sam mreznu bazu
Decipher — DatabaskE of genomiC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources

(https://www.deciphergenomics.org/) unosom to¢nog imena gena. Baza Decipher ukljucuje

podatke 0 45837 pacijenata s razli¢itim genetskim poremecajima i rijetkim bolestima, ukljucujuci
razvojne poremecaje, intelektualne teskoce, kroni¢ne i maligne bolesti, kongenitalne anomalije i
druge rijetke sindrome. Baza Decipher opisuje 184814 fenotipskih karakteristika tih pacijenata uz
46800 zapisa o promjeni broja kopija DNA i 12244 varijanti sekvenci. Analiza pojedinih genskih
varijanti i njihova posljedica (gubitak ili promjena funkcije) omogucéava uvid u mehanizam bolesti
i predstavlja prvi korak u odredivanju klinickog znacaja pojedine promjene. Baza Decipher
omogucava uvid u kromosomske aberacije, ukljucuju¢i mikrodelecije i duplikacije te varijante
patogenih sekvenci poput varijanti jednog nukleotida (SNV od engl. single nucleotide variant),
insercije, delecije i malih insercija i/ili delecija te ih mapira u ljudski genom pomocu resursa
Ensembl ili pretrazivaca UCSC Genome. Ensembl koristi najnoviju verziju ljudskog genoma, koju
je napravio NCBI (trenutno NCBI-36). Baza Decipher objedinjuje niz alata dizajniranih za podrsku
u interpretaciji genomskih varijanti, a informacije su prikupljene iz raznih bioniformatickih izvora.
Za potrebe izrade diplomskog rada iz Deciphera sam preuzela slijedece podatke: pLI, LOEUF,
sHEt, pHaplo, pTriplo.

Vjerojatnost netolerancije na gubitak funkcije gena (pLI, od engl. Probability of Loss-of-function
Intolerance) prikazuje koliko je pojedini gen osjetljiv na mutacije koje dovode do gubitka funkcije.
Unutar baze Decipher vrijednosti se krecu u rangu od 0 do 1. Geni povisene vrijednosti pLI (> 0.9)
pokazuju jaku netoleranciju na gubitak funkcije gena, dok su geni niske vrijednosti pLI (< 0.1)
tolerantni na gubitak funkcije gena. Podaci pLI vrijednosti izvedeni su iz 125 748 eksoma

jedinstvenih nesrodnih pojedinaca (gnomAD v2.1.1).

LOEUF (od engl. Loss of function Observed) predstavlja kvantitativou mjeru koliko su ceste ili
rijetke mutacije koje dovode do gubitka funkcije gena u gnomAD-u u usporedbi s modelom bez
mutacija. Budu¢i da gnomAD nije savrSena preslika populacije, te ne predstavlja pravo smanjenje
gubitka funkcije gena, postavljena je maksimalna granica procjene kako bi se ucinila

konzervativnijom. Vrijednost moZe biti minimalno 0, ali nema gornje granice. Geni s manjim
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Selekcijski koeficijent varijanti heterozigotnog gubitka funkcije gena (sHet, od engl. Selection
coefficient of heterozygous loss-of-function variants) predstavlja procjenu utjecaja na fitnes (npr.
prezivljavanje i reprodukciju) za osobe koje imaju heterozigotne varijante gubitka funkcije u
odredenom genu. Unutar baze Decipher vrijednosti se kre¢u od 0 do 1. Geni s ve¢im vrijednostima
manje su tolerantni na mutacije. Ova mjera temelji se na 33 370 pojedina¢nih eksoma iz podskupa

nefinskih Europljana iz skupa podataka EXAC.

Vrijednost pHaplo (od engl. Predicted Probability of Haploinsufficiency) pokazuje vjerojatnost
haploinsuficijencije predvidene analizom velikih rijetkih varijanti broja kopija utvrdenih
mikro¢ipovima u 950 278 osoba. Haploinsuficijencija je stanje u kojem je jedna funkcionalna
kopija gena nedovoljna za odrZzavanje normalne funkcije, obi¢no zbog inaktivacije ili brisanja
druge kopije. Vrijednosti pHaplo kvantificiraju vjerojatnost da odredeni gen pokazuje ovu
karakteristiku, a generirane su modelom strojnog uc¢enja obucenog na 145 znacajki na razini gena
kako bi se predvidjela vjerojatnost da ¢e potpuno brisanje svakog gena biti ¢eS¢e u skupini osoba
pogodenih teSkim, progresivnim bolestima, u usporedbi s optom populacijom. Vrijednost pHaplo
>0.86 ukazuje na snaznu vjerojatnost da je gen osjetljiv na dozu, §to znaci da je ucinak delecije
jednako jak kao gubitak funkcije gena te moze dovesti do patoloskih stanja. Za one pacijente koji
pokazuju delecije unutar ciljanih gena izdvojila sam pHaplo vrijednosti.

Vrijednost pTriplo je metri¢ki pokazatelj koji odrazava vjerojatnost triplosenzitivnosti (pTriplo; tj.
netolerancije na duplikaciju) predvidenu analizom velikih rijetkih varijanti broja kopija utvrdenih
mikro¢ipovima u 950 278 pojedinaca. Vrijednosti pTriplo generirane su modelom strujnog ucenja
uvjezbanog na 145 znacajki na razini gena kako bi se predvidjela vjerojatnost da ¢e potpuni dobitak
kopije (tj. potpuna duplikacija) svakog gena biti obogacena u skupini pojedinaca pogodenih teSkim,
rano pocinjuc¢im bolestima u usporedbi s opéom populacijom. Vrijednost pTriplo >0.94 ukazuje na
visoku vjerojatnost da je gen osjetljiv na povecanu dozu, §to znaci da duplikacije mogu znacajno
utjecati na funkciju gena i potencijalno dovesti do bolesti. Za pacijente koji pokazuju duplikacije

unutar ciljanih gena izdvojila sam pTriplo vrijednosti.

Ovakva analiza pruza dublji uvid u pitanje koliko su pojedini geni osjetljivi na mutacije i je li
promjena broja kopija gena posljedica normalne polimorfne varijante ili potencijalni uzrok

klini¢kih simptoma pacijenta.
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3.3.3. Baza Human brain transcriptome

Slijede¢i korak uklju¢ivao je pretrazivanje baze Human brain transcriptome (HBT)

(https://hbatlas.org/). Projekt HBT na Odjelu za Neurobiologiju Medicinskog Fakulteta Sveucilista

Yale predstavlja javno dostupnu bazu podataka koja sadrzi podatke o transkriptomu i povezane
metapodatke ljudskog mozga u razvoju i odraslog mozga. Baza obuhvaca informacije o
transkriptomima na razini eksona generirane koriStenjem metode Affymetrix GeneChip Human
Exon 1.0 ST Arrays iz vise od 1340 tkivnih uzoraka uzetih s obje hemisfere ljudskih mozgova post
mortem. Uzorci obuhvacaju razdoblje od embrijskog razvoja do odrasle dobi i predstavljaju
muskarce 1 zene razlicitih etnickih skupina. Ukupno je uzorkovano 16 podruc¢ja mozga: mozdana
kora, mediodorzalna jezgra talamusa, prugasto mozdano tijelo (strijatum), amigdala, hipokampus
i 11 podru¢ja neokorteksa. Podaci o genotipizaciji na razini genoma za 2,5 milijuna oznaka
(IMMumina Human Omni 2.5-Quad Bead Chips) dostupni su za sve uzorke na zahtjev. Osnovna
pretraga unutar baze omogucava pretrazivanje po imenu gena i podru¢ju mozga, dok napredne
funkcije nude popise 10-100 gena obogacéenih u jednoj od regija mozga. Gene od interesa upisala
sam u bazu Human brain transcriptome kako bih dobila dodatne informacije o genskoj ekspresiji

u pojedinim regijama ljudskog mozga te u odredenim stadijima Zivota.

3.3.4. Baza Gene2Phenotype

Baza Gene2Phenotype (G2P) (https://www.ebi.ac.uk/gene2phenotype) je javno dostupan online

sustav dizajniran za razvoj, provjeru, uredivanje i distribuciju velikih skupova podataka temeljenih
na dokazima, korisnih za filtriranje dijagnostickih varijanti. Svaki unos u G2P povezuje specificni

gen s odredenom bole$¢u te ima propisani stupanj pouzdanosti i poveznicu na dokaze.

Baza omogucava pretrazivanje unutar odredenog panela: kardioloski panel (od engl. Cardiac
Panel), panel rak (od engl. Cancer panel), panel razvojnih poremecaja (od engl. Developmental
Disorders-DD Panel), panel oko (od engl. Eye Panel), panel koza (od engl. Skin Panel), panel
kostanog sustava (od engl. Skeletal Panel) a moguce je pretrazivanje po genima, fenotipovima,
bolestima ili specificnim varijantama. Unosom gena od interesa (primjerice ARHGAP11B)
ostvarivo je povezati odredenu mutaciju s njegovom fenotipskom posljedicom. Bazu sam pretrazila

za svih 18 gena od interesa.
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3.3.5. Baza ClinGen

Za dobivanje dodatnih informacija o genima i njihovom klinickom znacaju pretrazila sam bazu

ClinGen — Clinical Genome Resource (https://clinicalgenome.org/). Baza ClinGen predstavlja

srediS$nji izvor u podrucju medicinske genetike zaduzen za informiranje o klinicki relevantnim
varijantama gena. Njena uloga je pruziti strukturiranu i azuriranu bazu podataka o genetickim
varijantama 1 njihovim klinickim znacajkama, kako bi se olaksalo tumacenje genetickih testova i
dijagnostic¢kih rezultata. Baza ClinGen omogucuje istraziva¢ima, klini¢arima i drugim Korisnicima
pristup informacijama o varijantama gena, ukljucuju¢i njihovu patogenost, fenotipske efekte i
klinicke preporuke za upravljanje pacijentima. Unosom simbola pojedinog gena alatna traka nudi:
opcenite informacije o genu, povezanost gena i bolesti, osjetljivost na dozu, klini¢cku primjenjivost,
patogenost varijante, status, budu¢i rad i poveznicu na ClinVar. Javna baza podataka ClinVar
prikuplja i pohranjuje informacije o genskim varijantama, uklju¢uju¢i njihovu povezanost s
bolestima i odgovorima na lijekove. Omogucuje sistematsko katalogiziranje varijanti u ljudskom

genomu i integrira informacije o njihovom klini¢kom znacaju.

3.3.6. Baza Human protein atlas

Unos odabranih gena u mreznu bazu podataka Human Protein Atlas (HPA)

(https://www.proteinatlas.org/) omoguc¢ava mapiranje gena te njihovih proteinskih produkata, u

raznim stanicama, tkivima i organima. Mapiranje se temelji na integriranoj tehnologiji -omics,
ukljucujuci slikovne tehnike temeljene na antitijelima, proteomiku baziranu na masenoj
spektrometriji, transkriptomiku te sistemsku biologiju. Pregledom baze stjecu se informacije o
lokaciji, razini ekspresije i funkciji proteina u razli¢itim tkivima i stanicama ljudskog organizma.
Na temelju tih podataka moguce je odrediti gdje su i koliko eksprimirani trazeni genski produkti.
Osim toga baza pruza informacije o interakcijama s drugim proteinima, broju transkripata, izgledu
samog proteina i brojne druge podatke. Takvo profiliranje proteina omogucava razumijevanje
njihove uloge u normalnim fizioloskim procesima, §to olaksava daljnju analizu i usporedbu s

ekspresijom proteina u patoloskim stanjima.

Baza Human Protein Atlas sastoji se od dvanaest zasebnih dijelova, svaki usmjeren na odredeni
aspekt analize ljudskih proteina. U alatnoj traci moguce je pregledati: odjeljak Tkivo (od engl.

Tissue section), odjeljak Mozak (od engl. Brain section), odjeljak Pojedinac¢ni stani¢ni tip (od engl.
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Single Cell Type section), odjeljak Tkivni stani¢ni tip (od engl. Tissue Cell Type section), odjeljak
Patologija (od engl. Pathology section), odjeljak Atlas krvnih bolesti (od engl. Disease Blood Atlas
section), odjeljak Imunoloske stanice (od engl. Immune Cell section), odjeljak Krvni proteini (od
engl. Blood Protein section), odjeljak Substani¢no (od engl. Subcellular section), Odjeljak Stani¢na
linija (od engl. Cell Line section), odjeljak Struktura (od engl. Structure section), odjeljak

Interakcija (od engl. Interaction section). U ovom istrazivanju pretrazila sam odjeljke:

1) Tkivo — prikazuje ekspresijski profil gena u svim glavnim tkivima i organima ljudskog tijela na
razini mRNA 1 na razini proteina. Podaci o ekspresiji proteina dobiveni su iz 44 razlicita
nepatoloska tkiva Covjeka upotrebom profiliranja proteina temeljenog na antitijelima, koristec¢i
metode konvencionalnog i visestrukog imunohistokemijskog bojenja. Temeljne slike nepatoloskih
tkiva obojenih imunohistokemijskom metodom dostupne su zajedno s oznakama razine ekspresije
proteina. Podaci o proteinima obuhvacaju 15 303 gena (76%) za koje su dostupna antitijela. Podaci
0 ekspresiji MRNA dobiveni su iz dubinskog sekvenciranja RNA (RNA-seq) iz 40 razli¢itih
normaliziranih tkiva. Normalizirana tkiva odnose se na bioloske uzorke tkiva koji su obradeni na
nain da se smanjuju ili otklanjaju varijacije unutar i izmedu uzoraka koje nisu povezane s
osnovnim bioloskim procesima ili stanjima, omogucéujuéi tako dosljedne i pouzdane rezultate u
istrazivackim studijama. Normalizacija tkiva ukljuCuje standardizaciju metode prikupljanja,
obrade i analize tkiva kako bi se smanjila tehni¢ka varijabilnost i osigurala komparabilnost
podataka. Uz to, u bazi su grafickim prikazom izdvojeni podaci o ekspresiji RNA, uz podatke o
proteinskoj ekspresiji. Kategorija specifi¢cnosti RNA (od engl. Tissue specificity RNA) temelji se
na razinama ekspresije mMRNA u konsenzusnom skupu podataka (od engl. Consensus dataset) koji
se izraCunava kombiniranjem razina ekspresije RNA u uzorcima iz transkriptomskih skupova
podataka HPA i GTEX koristenjem internog kanala normalizacije. Kategorije specifi¢nosti RNA
ukljucuju: tkivno obogaéeno (od engl. tissue enriched), grupno obogaceno (od engl. group
enriched), tkivno pojacan (od engl. tissue enhanced), niska tkivna specifi¢nost (od engl. low tissue
specificity) uz kategoriju nije otkriveno (od engl. not detected). Tkivno obogaceno kategorija
opisuje ekspresiju u pojedinom tkivu/regiji ili stanici 4 puta ve¢om u odnosu na druga tkiva/regije
ili stanice. Grupno obogaceno kategorija opisuje ekspresiju unutar grupe tkiva, primjerice 2-5
srodnih tkiva, regija mozga ili stani¢nih linija tako da je ekspresija u grupi Cetiri puta ve¢a u odnosu
na druga tkiva/regije/stani¢ne linije. Kategoriji tkivno pojacan pridruzuju se ona tkiva, mozdane

regije, stani¢ne linije ili pojedina¢ni stanicni tipovi u kojima je razina ekspresije 4 puta veca u
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odnosu na prosjek. Kategorija niska tkivna specifi¢nost dodijeljena je ako je razina ekspresije > 1
u najmanje jednom tipu tkiva, regije ili stanice, ali nije poviSena ni u jednom tipu tkiva, regije ili
stanica. Nije otkriveno kategorija dodjeljuje se ako je razina ekspresije manja od 1 u svim vrstama

tkiva/regija/stanica.

2) Mozak — istrazuje distribuciju i ekspresiju proteina u razli¢itim regijama mozga sisavaca. Podaci
0 potpunom profiliranju mozga dobiveni su integriranjem informacija iz ljudskog, svinjskog i
misjeg mozga. Prikazani podaci odnose se na ljudske gene i njihove istovjetne ortologe u svinje i
miSa. Uzorci mozga grupirani su u 14 anatomskih regija, pruzajuci regionalnu klasifikaciju svih
gena na temelju ekspresije RNA, pokazujuéi koji su proteini vise eksprimirani U jednoj regiji u
usporedbi s drugom. Unosom Zeljenog gena moguce je provjeriti njegovu ekspresiju kod glavnih
anatomskih regija, ukljucuju¢i: mozdanu koru, olfaktorni bulbus, hipokampusnu formaciju,
amigdalu, bazalne ganglije, talamus, hipotalamus, srednji mozak, mali mozak, pons, produzenu

mozdinu, lednu mozdinu, bijelu tvar i koroidni pleksus, sve do pojedinih jezgara i potpodrucja.

3) Pojedinaéni stani¢ni tip — odjeljak sadrzi informacije o ekspresiji gena koji kodiraju proteine u
pojedina¢nim ljudskim stanicama temeljene na podacima o sekvenciranju RNA pojedina¢nih
stanica (SCRNAseq, od engl. Single-cell RNA sequencing) dobivenom iz 31 ljudskog tkiva,
ukljucujué¢i mononuklearne stanice periferne krvi. Analiza scRNAseq-a temelji se na javno
dostupnim podacima o ekspresiji na razini genoma i obuhvaca sve gene koji kodiraju proteine u
557 pojedinacnih stani¢nih klastera, Sto odgovara 15 razli¢itih grupa stanica. Geni izrazeni u
svakom tipu stanica mogu se istraZiti putem interaktivnih grafikona i stupcastih dijagrama, s

poveznicama na odgovaraju¢a imunohistokemijska bojanja u ljudskim tkivima.

Nakon pregleda svih podataka, izdvojila sam podatke od interesa vazne za razumijevanje klinickog

znacaja pojedinog gena 1 njegove poveznice s nastankom neurorazvojnih poremecaja.

3.3.7. Baza SynGo

Unosom gena u mreznu bazu SynGO — Synaptic Gene Ontologies (https://www.syngoportal.org/)
moguce je procijeniti jesu li ciljani geni ukljuceni u funkcioniranje sinapsi. Baza pruza informacije
o lokaciji 1 funkciji pojedinih sinapti¢kih gena/proteina te opisuje njihove medusobne odnose.
Mrezni alati baze pomazu analizirati, vizualizirati i strukturirati unesene podatke. U okviru baze

SynGO dosad je anotirano 1112 gena koji su povezani s lokalizacijom i/ili funkcijom u sinapsama.
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Geni unutar baze su izuzetno veliki, dobro o€uvani, netolerantni na mutacije i povezani S

poremecajima centralnog ziv¢anog sustava. Bazu sam pregledala za svih 18 gena od interesa.
3.3.8. Platforma SFARI Gene

Platforma SFARI Gene (https://gene.sfari.org/) Koristi se za istrazivanje gena povezanih s

predispozicijom za poremecaje iz spektra autizma (ASD, od engl. autism spectrum disorders).
Primjenjujuéi pristup sistemske biologije, platforma SFARI Gene povezuje informacije o kandidat-
genima za autizam unutar svog originalnog modula Human Gene s podacima iz niza dodatnih
modula. Nakon unosa imena gena moguce je pretrazivati podatke u 4 modula. Modul Ljudski gen
(od engl. Human Gene) sadrzi temeljito anotiran popis gena koji su povezani s autizmom, dok
modul Promjena broja kopija (od engl. Copy Number Variant ) biljezi delecije i duplikacije jednog
ili viSe gena u genomu i opisuje njihovu potencijalnu povezanost s autizmom. Uz njih, modul
Zivotinjski modeli (od engl. Animal Models) sadrzi informacije o linijama genetski modificiranih

miSeva koji predstavljaju potencijalne modele autizma.

Geni povezani s ASD-om ocjenjuju se primjenom skupa pravila za anotaciju i Kklasificiraju se u
specifi¢ne kategorije na temelju dokaza koji podupiru njihovu povezanost s autizmom. Na taj nacin

genu moze biti dodijeljena kategorija:

e Kategorija Sindromski (od engl. Syndromic): Obuhvaca gene koji su povezani s rijetkim
genetskim sindromima, a ti sindromi ukljucuju autisti¢ne osobine kao jedan od simptoma.
Autizam u ovom slu¢aju nije izoliran poremecaj, ve¢ je dio kompleksnijeg sindroma s vise
klini¢kih znacajki. Mutacije samo u ovom genu nisu dovoljne za dijagnozu ASD-a

e Kategorija 1 — Visoko pouzdani (od engl. High Confidence): Ova kategorija oznacava gene
koji su jasno povezani s autizmom, obi¢no zbog prisutnosti barem tri mutacije de novo koje
narusavaju funkciju gena, a opisane su u znanstvenoj literaturi.

e Kategorija 2 — Jaki kandidati (od engl. Strong Candidate): Kategorija jakih kandidata
ukljucuje gene sa dvije mutacije de novo koje vjerojatno narusavaju funkciju gena, a rizi¢na
varijanta ima funkcionalni u€inak.

e Kategorija 3 — Indikativni dokazi (od engl. Suggestive Evidence): Ukljucuje gene s jednom

prijavljenom mutacijom de novo koja mozda narusava funkciju gena. Informacije o ovim
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genima dolaze iz istrazivanja rijetkih nasljednih bolesti, a same nisu detaljno usporedene s

kontrolnom skupinom.

Sadrzaj baze podataka SFARI Gene potjece iz recentnih i provjerenih znanstvenih istrazivanja, a
podaci se redovno azuriraju kako bi im uvijek bila dodijeljena prava kategorija. Takoder,
najnovija verzija platforme SFARI Gene ukljucuje niz posebnih alata za vizualizaciju podataka,
Sto omogucuje bolji prikaz genetickih podataka iz baze. U bazi je moguée naéi i vanjske
poveznice, koje pruzaju dodatne informacije o trazenom genu. U bazi sam istrazila sve gene od

interesa.

3.3.9. Baza AutDB

Unosom podataka u bazu AutDB (http://autism.mindspec.org/autdb/\Welcome.do) istrazuje se

povezanost gena s poremecajima iz spektra autizma. Baza predstavlja integrirani model za
prikupljanje, anotaciju, pohranu i vizualizaciju kandidatnih gena za ASD. Prvi put objavljena 2007.
baza AutDB se razvila u sloZeni izvor razli¢itih vrsta geneti¢kih i funkcionalnih dokaza povezanih
s poremecajima iz spektra autizma. Sadas$nji moduli ukljucuju: 1) Ljudski gen (od engl. Human
gene) koji obuhvaca sve gene povezane s ASD-om i njihove varijante, 2) Zivotinjski modeli (od
engl. Animal models) koji dokumentira bihevioralne, anatomske i fizioloSke podatke 0 linijama
genetski modificiranih miSeva koji predstavljaju modele autizma, 3) Proteinska interakcija (od
engl. Protein interaction — PIN) koja rekonstruira mreze interakcija izmedu proteina povezanih s
ASD-om i 4) Model promjene broja kopija DNA (od engl. Copy Number Variant — CNV module)
koji prikazuje duplikacije i delecije kromosomskih regija identificiranih u ASD-u. Od ozujka 2024.
godine AutDB sadrzi anotaciju za 1440 gena, 2274 lokusa CNV-a, 3573 modela glodavaca i 38
296 PIN-ova. Podaci o kandidatnim genima prikupljeni su pretrazivanjem znanstvene literature,
posebice baze PubMed, nakon cega su klasificirani u 6 kategorija: funkcionalni (od eng.
functional), rijetka varijanta pojedina¢nog gena (0d engl. rare single gene variant), povezanost (od
engl. association), bez povezanosti (od engl. no association), multigenicki CNV (od engl.
multigenic CNV) i sindromski (od engl. syndromic). Takoder, genima je unutar baze dodijeljena
ocjena (od engl. gene ranking) ovisno o snazi dokaza povezanosti odredene genetske varijante s
razvojem poremecaja iz spektra autizma. Ocjene su kreirane na temelju skupa dokaza od strane
znanstvenika iz tog podruc¢ja. Nakon unosa gena, rezultate pretrazivanja pratila sam na dvije razine.
Na prvoj razini prikazani su sazeti podaci o genu ukljucujuéi: jedinstveni identifikacijski broj,
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simbol gena, naziv gena, kromosomsku lokaciju, geneti¢ku kategoriju, 0cjenu gena, broj varijanti,
popis povezanih poremecaja, broj znanstvenih studija koje potkrepljuju navedene podatke uz
primarnu referencu PubMed-a te mogucnost uredivanja. Druga razina dodatno prikazuje znac¢ajnost
za autizam s prikazom sazetka izvje$¢a o kandidathom genu, molekularnu funkciju gena, poveznice
prema vanjskim bazama podataka poput NCBI, UniProt i GeneCards, te ostale reference. Na ovaj
naCin baza AutDB pomaze u razumijevanju genetickih osnova autizma te identificiranju

potencijalnih terapijskih ciljeva i dijagnostickih markera.
3.4. Pregled literature

Za kraj sam detaljno pregledala bazu PubMed s ciljem pribavljanja dodatnih informacija o ciljanim
genima te o njihovim ulogama u neurorazvojnim poremecajima kao i prikupljanja dodatnog znanja
o njihovom klini¢ckom znacaju. Baza PubMed predstavlja javno dostupnu online knjiznicu koja
sadrzi veliku koli¢inu literature iz podrucja biomedicine, zdravstva i srodnih znanosti, ukljucujuéi

znanstvene ¢lanke, klinicke studije, meta analize, pregledne radove, knjige 1 druge dokumente.

PubMed nudi napredne moguénosti pretrazivanja koje omogucéuju Korisnicima da pretrazuju
literaturu po klju¢nim rije¢ima, autorima, temama, godini izdanja i drugim kriterijima. Bazu sam
pretrazila prema klju¢nim rije¢ima poput imena gena, ,,neurodevelopmental®, , brain®, ,,disorders*,
Lheocortex*, ,intelligence®, ,,human®, ,CNV*,  autism* ,clinical* i dr. Uz navedeno, unutar baze
PubMed prikupila sam informacije o molekularnim karakteristikama gena i njihovih proteinskih
produkata, bioloski znacaj te promjene povezane s patoloSkim stanjima. Filtrirala sam literaturu
unutar posljednjih 5 godina, s ciljem pribavljanja aktualnih informacija. Za one gene o kojima nije

bilo radova iz tog razdoblja, prosirila Smo pretragu na radove objavljene u posljednjih 10 godina.
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4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija podataka dobivenih sekvenciranjem

Iz podataka dobivenih sekvenciranjem u ovom istrazivanju izdvojila sam detaljne informacije o
strukturnim varijacijama unutar eksona u odabranim genima svih 7 pacijenata, kako je prikazano
u Prilogu 2. Izdvojene informacije sadrze broj i to¢nu poziciju strukturnih varijacija u evolucijski
novim regijama genoma pojedinog pacijenta uz ukljuc¢ene gene. Kod pacijenta CR2-1 pronasla sam
8 strukturnih varijacija, od kojih se 5 kategorizira kao delecija, dok su 3 insercije, a zahvacaju
izmedu 54 — 4898 parova baza. U slu¢aju pacijenta CR2-2 pronasla sam 5 strukturnih varijacija u
eksonima definiranih regijama, od kojih se 4 kategoriziraju kao delecija, a jedna je insercija.
Strukturne varijacije zahvacaju izmedu 54 i1 3185 parova baza. Kod pacijenta CR2-4 pronasla sam
8 strukturnih varijacija unutar definiranih regija, od kojih je 7 delecija, a jedna insercija, pri ¢emu
je zahvaceno izmedu 53 - 6868 parova baza. U slucaju pacijenta ST-1 pronasla sam 10 strukturnih
varijacija, pri ¢emu je 9 kategorizirano kao delecija, jedna insercija, a promjene zahvacaju izmedu
53 i 3196 parova baza. Kod pacijenata ST-2 i ST-4 pronasla sam po 4 strukturne varijacije koje
zahvacaju izmedu 52 1 4898 parova baza, a sve su delecije. U slucaju pacijenta ST-3 pronasla sam
4 strukturne varijacije, od kojih se jedna kategorizira kao insercija, a ostale su delecije te zahvacaju
izmedu 69 i 3197 parova baza. Ukupno sam izdvojila 43 strukturnih varijacija unutar 18 gena kod
7 pacijenata. U prilogu 3. prikazane su strukturne varijacije ve¢e od 800 parova baza, uz broj gena
zahvacenih promjenom. Velike strukturne varijacije uklju¢uju od 1 do 1217 gena, a ukupno sam

pronasla 84 strukturne varijacije koje zahvacaju tjelesne i spolne kromosome.

4.2. Vizualizacija strukturnih varijacija

Unosom koordinata strukturnih varijacija u program Integrative Genomics Viewer utvrdila sam
stvarne strukturne aberacije, sto je ostvarivo jedino dobivanjem vizualne informacije o pojedinoj
SV. Slike 2-18 predstavljaju vizualizaciju sekvenci izabranih genomskih regija pojedinog pacijenta
upotrebom programa IGV. Crne linije prikazuju delecije unutar ciljanih gena s brojem zahvacenih
baza, dok plavi pravokutnici prikazuju insercije s brojem umetnutih baza. Gornji dio slika
predstavlja kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznafen polozaj strukturne
varijacije. Sivo oznaceni stupci predstavljaju pokrivenost (engl. coverage) dok svijetlo sivi redci

prikazuju poravnanja sekvenci, a crni trokuti¢i razdvojena poravnanja (engl. split alignments).
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U donjem dijelu slika 2 do 18 prikazan je referentni gen sa pripadajuc¢im eksonima. U gornjem lijevom kutu prikazana je ina¢ica genoma:
covjek (GRCh/38hg38). Kod pacijenta CR2-1 pronasla sam ukupno 5 znacajnih strukturnih varijacija, od kojih su one jedinstvene
pacijentu CR2-1 prikazane na Slici 2, 3 i 4. Varijacije koje se potpuno ili djelomi¢no preklapaju kod vise pacijenata oznacene su posebno.

Znacajne SV izdvojene su temeljem visoke pokrivenosti i kontinuiranih poravnanja ucitanih ulaznih podataka za svakog pacijenta.
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Slika 2. Vizualni prikaz strukturne varijacije kod pacijenta CR2-1 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje deleciju (crne
linije) na kromosomu 8 veli¢ine 104 parova baza u genu FAMB86B1. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, a crni trokuti¢i razdvojena
poravnanja. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznacen polozaj strukturne varijacije.
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Slika 3. Vizualni prikaz strukturne varijacije kod pacijenta CR2-1 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje inserciju (plavi
pravokutnici) na kromosomu 15 veli¢ine 54 parova baza u genu GOLGAGL. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, a crni trokutiéi razdvojena

poravnanja. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznacen polozaj strukturne varijacije.
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Slika 4. Vizualni prikaz strukturne varijacije kod pacijenta CR2-1 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje inserciju (plavi

pravokutnik) na kromosomu 2 veli¢ine 440 parova baza u genu RGPD6. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni trokuti¢i razdvojena

poravnanja, a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti.

Kod pacijenta CR2-2 pronasla sam 3 znacajne strukturne varijacije, od kojih se jedna preklapa s onima nadenim kod pacijenata CR2-1,

CR2-4i ST-2, kako je prikazano na Slici 5, dok se druga strukturna varijacija na kromosomu 8 preklapa sa SV pacijenata CR2-4, ST-1,

ST-2, ST-31 ST-4, §to je prikazano na Slici 6. Strukturna varijacija jedinstvena pacijentu CR2-2 prikazana je na Slici 7.
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Slika 5. Vizualni prikaz strukturne varijacije na kromosomu 15 zajednicke pacijentima CR2-1, CR2-2 (A),
CR2-4 i ST-2 (B). Slika prikazuje deleciju (crne linije) veli¢ine 54 parova baza koja zahvaca gen
GOLGAG6L1 unutar eksona 1 (NM_001001413.3). Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni
trokuti¢i razdvojena poravnanja, a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti. U gornjem dijelu slike a i b

prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznacen polozaj strukturne varijacije.
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Slika 6. Vizualni prikaz strukturne varijacije upotrebom programa IGV na kromosomu 8 zajednicke
pacijentima CR2-2, CR2-4, ST-1 (A), ST-2, ST-3i ST-4 (B). Slika prikazuje deleciju (crne linije) veli¢ine
104 parova baza koja zahvaca gen FAM86B1 unutar eksona 6 (NR_003494.3). Sivi redci predstavljaju

poravnanja sekvenci, crni trokuti¢i razdvojena poravnanja, a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti
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Slika 7. Vizualni prikaz strukturne varijacije kod pacijenta CR2-2 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje deleciju (crne

linije) na kromosomu 16 veli¢ine 63 parova baza u genu NPIPB9. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni trokuti¢i razdvojena poravnanja,

a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznaéen polozaj

strukturne varijacije.

Kod pacijenta CR2-4 izdvojila sam 6 znacajnih strukturnih varijacija, od kojih je delecija na kromosomu 15 prikazana na Slici 5, a

delecija na kromosomu 8 na Slici 6. Strukturne aberacije svojstvene samo pacijentu CR2-4 prikazane su na Slici 8 i 9. Na kromosomu 1

pacijenata CR2-4, ST-1, ST-2 i ST-3 izdvojila sam zajedni¢ku aberaciju, prikazanu na Slici 10.
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Uz to, pacijenti CR2-4 i ST-1 imaju istu aberaciju u genu NBPF10 na kromosomu 1, prikazanu na Slici 11. Ukupno, pacijent CR2-4 ima

dvije velike strukturne varijacije, koje zahvacaju vise od 3000 parova baza.
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Slika 8. Vizualni prikaz strukturne aberacije kod pacijenta CR2-4 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje deleciju (crne
linije) na kromosomu 16 veli¢ine 58 parova baza u genu NPIPB9. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni trokuti¢i razdvojena poravnanja,

a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznacen polozaj

strukturne varijacije.
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Slika 9. Vizualni prikaz strukturne aberacije kod pacijenta CR2-4 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje deleciju (crne
linije) na kromosomu 9 veli¢ine 53 parova baza u genu ANKRD20AL. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni trokuti¢i razdvojena
poravnanja, a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznacen

polozaj strukturne varijacije.

34



Covjek (GRCh/38ng38) Kromosom 1 chr1:146,073,018-146,078,927 o B « » @O x @ | B ufin {5

p36.23  p36.12 p3s.i  p3al  p322  p3l.2 p223 p213  pi33  pi2 qi2  q2l.1 q22 qg241 g252 q3l.1 Q321 q323 qa2.11 @423 qaA
5.910 bp
146 074 000 bp 146 075 000 bp 146076 000 bp 146 077 000 bp 146,078 000 bp 148
1 2 3 T H : & 1
I I 3487 I I
— { - - I 3198 I - I
a 3.187 -
CR2-4 I I I I I . I
< - 2 § I I . . I * A 11 ]
HI-I'I[-']%'I II1I I I A I « I @M1 R & S : 1 ERUER 5 . I-I%' I L § ¢
. . 3197
. I 3.196
1 3.196 I
I - T==F
2 8 - 3.196 -
1 25 H 1 1 H 1 e Il 1
I=E . I ¢ I I - Xis
1 S 3.196 I I
3 65 ¢ 3.196
I - - I o H I .I : o i
- 3.196
ST-1 I1I 3.196 I I
I I 3.196
. I 3.196 3
i1 T Tl 2154 1 I
: I I 1 - I I
-1 -1 1 1 Tusp] II T -1 . =1 . o - . ;
T e e i e R e e S T Seeetre e e R et P T S Y o e
B
Referentni gen = - - - " = &
NBPF10
A) CR2-4, ST-1
Covjek (GRCh/38hg38) Kromosom 1 chr1:146,073,009-146,078,918 o B « » @O x @ | B F
p3623  p36.12 p]S.T p3an  p322 p3l2 p223 p21.3  pi33  pl2 Q12 g2l.1 Q22 q24.1 q252 q3l.l Q321 q323 q42.11 Q423 a4
5.910 bp
146 074 000 bp 146 075 000 bp 146 076 000 bp 145 077 000 bp 145 078000 bp 146

™ » ¢ LI - F S 1
I I 1 I- - T T3
I I 1 I - : I TP
II - ~ 3.19 II.
. — . 1598
ST-2 I I 1 I I - I
II . I 3 I 3.196 =
o T © B S GO & 3194 T STy o ey
i E I 3.196 5
: | I . 3.196 ;L I
I I - - & I
I P s o iy 1 H T I : 1
H II I 3.196 II
t 1 I I 2 I H i I
H I H =1 1
- . -1 I
ST-3 BT St S ST 3198 Y- BT E T
I H I T 1 - s
I I I I I - T I- 1 T
-IF I I - =T
I I I - I
i T I O i S I - I b
I I 3.196 1= 1 1
] — ] - p=-
Referentni gen NEPF10

B) ST-2,ST-3

Slika 10. Vizualni prikaz velike strukturne aberacije upotrebom programa IGV na kromosomu 1 zajednicke
pacijentima CR2-4, ST-1 (A), ST-2i ST-3 (B). Slika prikazuje deleciju (crne linije) veli¢ine ~ 3195 parova
baza koja zahvaca gen NBPF10 ukljucujuéi eksone 76-80. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci. U

donjem dijelu slike prikazan je referentni gen s uklju¢enim eksonima.
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Slika 11. Vizualni prikaz strukturne aberacije upotrebom programa IGV na kromosomu 1 zajedni¢ke pacijentima CR2-4 i ST-1. Slika prikazuje

deleciju (crne linije) velic¢ine ~ 3190 parova baza koja zahvaca eksone 70-74 gena NBPF10. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci.

Rezultati istrazivanja sekvenci pacijenta ST-1 pokazuju prisutnost 9 znacajnih strukturnih varijacija, od kojih 5 dijeli s drugim
pacijentima (Slika 10, 11, 15, 16, 17). Pacijent ST-1 pokazuje zna¢ajno naruSenu strukturu kromosoma 1, gdje se nalaze ¢ak 4 od 9

pronadenih aberacija. Uz to, na kromosomima 8 i 15 nalaze se po dvije strukturne varijacije. One aberacije jedinstvene pacijentu ST-1
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prikazane su na Slikama 12, 13 i 14. Na kromosomu 15 nasla sam deleciju veli¢ine 69 parova baza zajedni¢ku pacijentima ST-1 i ST-3
(Slika 15), dok se na kromosomu 22 nalazi delecija koju imaju pacijenti ST-1, ST-4 i CR2-1 (Slika 16). Uz navedeno, velika aberaciju

na kromosomu 1 zajednic¢ka je pacijentima ST-1 i ST-2, kako je prikazano na Slici 17.
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Slika 12. Vizualni prikaz velike strukturne aberacije na kromosomu 1 pacijenta ST-1 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika

prikazuje deleciju (crne linije) veli¢ine 1542 parova baza koja zahvaca eksone 25-27 gena NBPF14. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci.
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Slika 13. Vizualni prikaz strukturne aberacije na kromosomu 8 pacijenta ST-1 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje
deleciju (crne linije) veli¢ine 366 parova baza unutar gena FAM90AY. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni trokuti¢i razdvojena

poravnanja, a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznaéen

polozaj strukturne varijacije.
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Slika 14. Vizualni prikaz strukturne varijacije na kromosomu 15 pacijenta ST-1 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje
inserciju (plavi pravokutnik) veli¢ine 292 parova baza koja zahvaca gen ARHGAP11B. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni trokutici
razdvojena poravnanja, a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz

crveno oznacen polozaj strukturne varijacije.
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Slika 15. Vizualni prikaz strukturne varijacije na kromosomu 15 zajednicke pacijentima ST-1 i ST-3 upotrebom programa Integrative Genomics
Viewer. Slika prikazuje deleciju (crne linije) velic¢ine 69 parova baza koja zahvaca ekson 8§ (NM_001145004.2) gena GOLGAGLG6. Sivi redci
predstavljaju poravnanja sekvenci, a crni trokuti¢i razdvojena poravnanja. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim

prugama uz crveno oznaéen poloZzaj strukturne varijacije.
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Slika 16. Vizualni prikaz strukturne varijacije na kromosomu 22 zajednicke pacijentima CR2-1, ST-1 i ST-4 dobiven upotrebom programa Integrative

Genomics Viewer. Slika prikazuje deleciju (crne linije) veli¢ine ~ 110 parova baza koja zahvaca ekson 1 (NM_001136213.1) gena POTEH. Sivi

redci predstavljaju poravnanja sekvenci, crni trokuti¢i razdvojena poravnanja, a svijetlo sivi stupci dubinu pokrivenosti. U gornjem dijelu slike

prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznacen polozaj strukturne varijacije.
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Pacijent ST-2 ima 4 znacajne strukturne varijacije, od kojih je delecija na kromosomu 1 veli¢ine 3196 parova baza prikazana na Slici
10, delecija na kromosomu 15 veli¢ine 52 pb na Slici 5, a delecija na kromosomu 8, veli¢ine 104 parova baza, prikazana je na Slici 6.

Velika aberacija zajednic¢ka pacijentima ST-1 i ST-2 prikazana je na Slici 17.
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Slika 17. Vizualni prikaz strukturne varijacije na kromosomu 1 zajedni¢ke pacijentima ST-1 i ST-2 dobiven upotrebom programa Integrative
Genomics Viewer. Slika prikazuje veliku deleciju (crne linije) veli¢ine ~ 3200 parova baza koja zahvaca eksone 72-76 gena NBPF19. Sivi redci

predstavljaju poravnanja sekvenci.
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Vizualizacijom sekvenci pacijenta ST-3 pronasla sam 3 znac¢ajne strukturne varijacije, od kojih je
delecija na kromosomu 1 unutar gena NBPF10 zajednicka pacijentima CR2-4, ST-1, ST-2 i ST-3
(Slika 10). Deleciju od 69 parova baza na kromosomu 15 imaju pacijenti ST-1 i ST-3 (Slika 15).
Najucestalija strukturna varijacija, prisutna kod 6 od 7 ispitanika, ukljuc¢uju¢i CR2-2, CR2-4, ST-
1, ST-2, ST-3i ST-4, jest delecija na kromosomu 8 koja zahvaca 104 bazna para u genu FAM86B1
(Slika 6).

Analizom podataka u programu Integrative Genomics Viewer u slu¢aju pacijenta ST-4 izdvojila
sam 3 znacajne strukturne varijacije, medu kojima se nalazi delecija na kromosomu 22 veli¢ine
111 parova baza unutar gena POTEH, zajednicka pacijentima CR2-1, ST-1 i ST-4, prikazana na
Slici 16. Uz to, pacijent ST-4 ima najprisutniju deleciju unutar ispitivane skupine, smjeStene na
kromosomu 8 veli¢ine 104 parova baza unutar gena FAM86B1, kako je prikazano na Slici 6.
Strukturna varijacija u obliku delecije na kromosomu 15 jedinstvena pacijentu ST-4 prikazana je
na Slici 18.
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Slika 18. Vizualni prikaz strukturne varijacije na kromosomu 15 pacijenta ST-4 upotrebom programa Integrative Genomics Viewer. Slika prikazuje
deleciju (crne linije) veli¢ine 168 parova baza koja zahvaca gen GOLGAGLSG. Sivi redci predstavljaju poravnanja sekvenci, a crni trokutic¢i razdvojena

poravnanja. U gornjem dijelu slike prikazan je kromosom sa svijetlim i tamnim prugama uz crveno oznacen polozaj strukturne varijacije.
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Strukturne aberacije 7 pacijenata zahvacaju ukupno 18 gena. Medu ucestalim aberacijama istiu se
delecija na kromosomu 8 veli¢ine 104 parova baza unutar gena FAM86B1 prisutna kod 6 od 7
ispitanika (Slika 6), delecija na kromosomu 15 veli¢ine 54 pb unutar gena GOLGAG6L1 prisutna u
4 od 7 pacijenata (CR2-1, CR2-2, CR2-4 i ST-1) prikazana na Slici 5, delecija od ~ 3195 parova
baza unutar gena NBPF10 na kromosomu 1 (Slika 10) prisutna kod ispitanika CR2-4, ST-1, ST-2
I ST-3 te delecija na kromosomu 22 koja zahvaca 111 parova baza u genu POTEH pacijenata CR2-
1, ST-11 ST-4 (Slika 16). Ukupno, detektirala sam 15 delecija i 3 insercije.

4.3. Provjera delecija i insercija

Delecije nadene kod pacijenata ukljucenih u ovo istrazivanje, Uz njihovu distribuciju unutar opce
populacije, izdvojene iz baze Database of Genomic Variants navedene su u Tablici 1. U DGV-u je
mogucée provesti populacijsku statistiku i za dodatnu kategoriju MjeSovito koja ukljucuje:
bliskoisto¢nu populaciju, indijansku, sjevernoamericku, oceanijsku te juznoameri¢ku populaciju.
Medutim, ove kategorije su iskljucene iz tablice jer nema pripadnika tih populacija u istrazivanjima
koja su uklju¢ena u DGV gold standard podatke. Za chr1:149537190-149540389 i chr9:67859078-
67859130 regije u DGV-u nisu zabiljezene delecije.
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Tablica 1. Prikaz koordinata pojedine strukturne varijacije (delecije) pronadene kod pacijenata

ukljucenih u istrazivanje te njihova distribucija u op¢oj populaciji.

Broj uzoraka iz specifi¢ne populacije

Pocetak Kraj DGV identifikacijski broj Rang Broj studija Broj uzoraka Frekvencija Africka Europska Azijska Meksi¢ka Nepoznata Turska
chr1:146074351-146077546

145430994 149056513 gssvL5032 3 3 8 0,06% 1 0 0 1 5 0
chr1:146079112-146082316

145430994 149056513 gssvL5032 3 3 8 0,06% 1 0 0 1 5 0
chr1:148567861-148569402

145430994 149056513 gssvL5032 3 3 8 0,06% 1 0 0 1 5 0
chr8:7556988-7557353

7087251 8197726 gssvL121757 12 3 289 2,33% 15 102 2 0 170 0

7137582 7680412 gssvL 121761 8 3 13 0,09% 1 0 1 0 11 0

7172455 8078321 gssvL121758 14 2 561 4,40% 0 170 0 0 391 0

7329097 7598872 gssvL121767 7 6 76 0,59% 3 27 3 0 43 0

7399278 7788793 gssvL121762 8 2 19 0,17% 0 4 0 0 14 1

7409830 7598490 gssvL121774 14 3 88 0,69% 2 19 0 0 67 0

TAT7474 7598872 gssvL121779 7 3 9 0,07% 0 7 0 0 2 0

7545480 7587110 gssvL121814 7 4 10 0,64% 0 8 1 0 1 0
chr8:12183110-12183243

11913670 12713055 gssvL122091 8 4 28 0,21% 2 4 1 13 0

12019685 12195891 gssvL122097 8 2 5 0,45% 4 0 0 0 1

12019685 12532643 gssvL 122092 16 3 40 0,32% 1 15 1 0 23 0

12130216 12204348 gssvL122107 7 4 51 1,91% 21 28 2 0 0 0
chr15:20534808-20534876

19985575 22472558 gssvL37539 12 5 1092 7,84% 57 280 2 0 753 0

19998695 20753972 gssvL37544 12 3 31 0,25% 3 7 0 0 21 0

20011689 21498353 gssvL37541 14 3 248 1,79% 8 69 0 0 171 0

20210877 20688382 gssvL37550 16 2 31 0,25% 0 9 0 0 22 0

20327351 20538669 gssvL37559 7 3 79 0,64% 1 38 0 0 40 0

20351176 21104690 gssvL37546 7 3 4 5,88% 3 1 0 0 0 0

20372246 20688370 gssvL37552 14 3 66 0,48% 0 24 0 0 42 0

20466234 21526215 gssvL37543 12 3 14 0,11% 0 4 1 0 9 0
chr15:23136662-23136715

22358241 23226874 gssvL37542 8 3 52 0,43% 1 17 0 0 34 0

22738857 23226874 gssvL37548 8 4 13 0,32% 2 10 1 0 0 0

23130344 23226024 gssvL 37582 12 2 2 0,13% 0 2 0 0 0 0
chr16:28772379-28772482

28620263 28857362 gssvL43238 13 2 3 0,02% 0 2 0 0 1 0
chr22:15690292-15690402

15280112 15927980 gssvL76181 7 6 125 1,00% 15 48 4 0 58 0

15518443 15741775 gssvL 76184 7 2 4 0,35% 1 2 0 0 1 0

15521146 15922837 gssvL76182 12 3 34 0,27% 6 6 2 0 20 0
chr22:15690428-15690537

15280112 15927980 gssvL76181 7 6 125 1,00% 15 48 4 0 58 0

15518443 15741775 gssvL76184 7 2 4 0,35% 1 2 0 0 1 0

15521146 15922837 gssvL76182 12 3 34 0,27% 6 6 2 0 20 0

171 963 30 4 2001 2



U tablici 2. prikazani su rezultati dobiveni pomocu alata UCSC BLAT. Sekvence insercija koristila

sam u UCSC BLAT alatu kako bih odredila koordinate u genomu na koje se mapira insercija.

Tablica 2. Prikaz rezultata pretrazivanja BLAT za insercije. Na lijevoj strani su naznaéeni rezultati
sekvenciranja koji su koriSteni za poravnavanje u referentni genom, ukljucujuci oznaku ispitanika,
koordinate insercije i duljina insercije. Na desnoj strani su prikazani rezultati pretrazivanja BLAT.
Prikazane su koordinate na koje je mapirana insercija, duljina te pocetak i kraj insercije. Prikazani

su rezultati iskljucivo prva dva poravnavanja.

Rezultati nanoporskog sekvenciranja UCSC BLAT rezultati pretrazivanja
Kromosom  Pocetak Kraj Duljina| Kromosom Pogetak Kraj Duljina sekvence Pocetak Kraj
15 28559815 28559896 82 1 82
15 23130374 23130374 82
15 22465240 22465321 82 1 82
15 28553652 28553704 53 1 53
CR2-1 15 23136596 23136596 54
15 22459023 22459075 53 1 53
2 86914099 86914935 837 8 440
2 110576892 110576892 440
2 86913986 86914518 533 12 440
2 86913984 86914835 852 3 430
CR2-2 2 110576897 110576897 438
2 86913985 86914567 583 4 363
16 74408693 74415224 6532 687 6868
CR2-4 16 69963926 69963926 6368
16 69957756 69963924 6169 699 6868
15 30586833 30587121 289 1 288
ST-1 15 30648619 30648619 288
15 30379155 30379444 290 1 288
15 20534465 20534590 126 1 126
ST-3 15 23129676 23129676 126
15 28561048 28561173 126 1 126

4.4. Analiza baza podataka

Rezultati pretrazivanja mrezne baze Decipher saZzeto su prikazani u Tablici 3. Za istrazivanje
klinickog znacaja strukturnih aberacija izdvojene su vrijednosti pLI, LOEUF, sHEt, pHaplo,
pTriplo izvedene iz baze Decipher za svaki od ukupno 18 izabranih gena. Klini¢ki zna¢ajni podaci
ukljucuju vrijednost pLI > 0.9 zbog jake netolerancije na gubitak funkcije gena, vrijednost LOEUF
Sto blize 0 zbog povecane osjetljivosti na mutacije uz vrijednost SHEt Sto blizu 1 s obzirom da su
geni s ve¢im vrijednostima manje tolerantni na mutacije. Za gene kod kojih je nadena delecija kod

svih 7 pacijenata analiziran je parametar pHaplo, a njegova vrijednost >0.86 ukazuje na klini¢ki
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znacajne podatke, dok je za gene s nadenom amplifikacijom analiziran parametar pTriplo, s klini¢ki

znacajnim podacima >0.94.

Tablica 3. Popis gena s osnovnim podacima dobivenim iz mreZzne baze Decipher. Kosa crta (/) oznacava

nedostatak podataka.

Naziv gena pLI LOEUF sHEt pHaplo pTriplo
DUX4 / / / / /
NBPF26 / / / / /
GOLGA6L1 / / / 0,03 0,16
LOC102723623 / / / / /
POTEH 0,00 1,67 / 0,06 0,22
FAM86B1 0,00 1,84 / 0,13 0,11
FAM86B2 0,00 1,74 / 0,08 0,13
GOLGAG6L22 / / / / /
RGPD6 0,39 1,72 / 0,11 0,37
NPIPB9 0,11 1,86 / 0,07 0,20
NBPF14 / / / 0,10 0,07
ANKRD20A1 / / / 0,12 0,24
NBPF10 / / / 0,07 0,08
CLEC18A 0,01 1,34 / 0,20 0,51
NBPF19 / / / / /
FAMO90A7P / / / / /
ARHGAP11B 0,00 1,56 0,136 / /
GOLGAGL6 / / / 0,08 0,12

U bazama Human brain transcriptome, Gene2Phenotype, ClinGen i SynGo nisu pronadeni nikakvi

podaci povezani s istrazivanim genima.

Preuzimanjem podataka iz baza SFARI Gene i AutDB prikupljeni su podaci o genu ARHGAP11B.
Prema rezultatima pretrazivanja baze SFARI Gene genu ARHGAP11B dodijeljena je kategorija Jaki
kandidat (od engl. Strong Candidate) s rezultatom 2.1. Sto ga svrstava u jake kandidat-gene

potencijalno povezane s intelektualnim poteskocama. Pretrazivanjem i analizom baze AutDB
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izdvojeni su podaci o povezanosti gena ARHGAP11B s poremecajima iz spektra autizma,
intelektualnim poteSko¢ama i shizofrenijom uz genetsku kategoriju Rare single gene variant.
Kategorija Rare single gene variant u bazi podataka AutDB oznacava rijetke varijante jednog gena
koje se rijetko pojavljuju u populaciji, ali imaju znacajan utjecaj na rizik za razvoj autizma. Za

ostale gene od interesa unutar navedenih baza nije bilo podataka.

Iz baze podataka Human protein atlas izdvojila sam podatke o genima i njihovoj ekspresiji kako
je prikazano u Tablici 4. Podaci povezani s mozgom i mozdanim funkcijama dodatno su istaknuti
(plava obojenja). Za gen DUX4 zabiljezena je ekspresija RNA u mozgu, gen FAM86B1 pokazuje
tkivno obogacenje na razini ekspresije RNA u podru¢ju mozga i hipofize, s naglaskom na
cerebralni korteks. Genu RGPDG dodijeljena je kategorija ekspresije "grupno obogaéen" u
ekscitacijskim i inhibitornim neuronima, dok je ekspresija gena NBPF14 pojac¢ana u astrocitima, a
detektirana je u svih regijama mozga. Ekspresija gena ANKRD20A1 utvrdena je unutar cerebralnog
korteksa, a pojedina¢ne stanice s poviSenom ekspresijom su ekscitacijski neuroni, inhibitorni
neuroni te oligodendrocitske prekursorske stanice. Gen CLEC18A pokazuje pojacanu regionalnu
ekspresiju na podruéju koroidnog pleksusa, dok je za gen NBPF19 prema podacima ekspresije iz
baze HPA navedena mjeSovita funkcija unutar koroidnog pleksusa, a pojedinacne stanice s
povisenom ekspresijom ukljucuju astrocite, oligodendrocitske prekursorske stanice, mikroglija-

stanice i ekscitacijske neurone.
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Tablica 4. Popis gena s podacima dobivenim iz baze Human protein atlas. Plava obojenja predstavljaju

nalaze povezane s mozgom i mozdanim funkcijama za pojedini gen.

Naziv gena Tkivna ekspresija RNA
DUX4 Testisi
NBPE26 Citoplazma vecnvle tkiva, najvise
koza
GOLGA6L1 Testisi
LOC102723623 Nema informacija
POTEH Prostata
FAMS6B1 Tkivno ob'oga(.:enl (mozak,
hipofiza)
FAMB86B2 Nije detektirano
GOLGA6L22 Tkivno obogaceni (testisi)
RGPD6 Testisi - niska tkiva specificnost
NPIPB9 Tkivno obogaceni (testisi)
NBPF14 Koza
ANKRD20A1 Tkivno pojacani (testisi)
Niska tkivna specifi¢nost,
NBPF10 otkrivena u vecini, visoka u
kostanoj srzi i kozi
CLECI8A Grupno obogaceni (koroidni
pleksus, bubreg)
NBPF19 Koza, mreznica, ko$tana srz
FAM90AT7P Nema informacija
ARHGAP11B Tkivno o_boga.lcem (lfostana SIZ,
limfoidna tkiva)
GOLGAGL6 Tkivno obogaceni (testisi)

Proteinska ekspresija

Nema informacija

U vedini tkiva

Nema informacija

Nema informacija

Nema informacija

Testisi

Testisi

Nema informacija
Srednja u veéini tkiva

Visoka u vecini tkiva

Citoplazmatska ekspresija u
ve¢ini tkiva

Nema informacija

Citoplazmatska ekspresija u
vecini tkiva

Nema informacija

Nema informacija

Nema informacija

Nema informacija

Dokazi na razini transkripta

Ekspresija RNA u mozgu

Neuroni (mjeSovita funkcija),
niska regionalna specifi¢nost

Nespecificno

Nije detektirano

Nema informacija

Nije detektirano

Cerebralni korteks

Nije detektirano
Nije detektirano
Nespecificno
Nespecifiéno

Sve regije

Cerebralni korteks, mjeSovita

funkcija

Nespecifi¢no

Regionalno pojacan (koroidni

pleksus)

Koroidni pleksus, mjeSovita

funkcija

Nema informacija

Makrofagi i mikroglija stanice
(imunoloski odgovor)

Nije detektirano

Ekspresija RNA u
pojedina¢nim stanicama

Grupno obogaceni: kasne
spermatide, rane spermatide
Pojacani stani¢ni tipovi:
skvamozne epitelne stanice,
bazalne skvamozne epitelne
stanice, eritroidne stanice,
makrofagi, Panethove stanice, B-
stanice
Pojacani stanicni tipovi: rane
spermatide, kasne spermatide,
spermatociti

Nema informacija

Obogacene stanice: prostaticke
glandularne stanice
Pojacani stani¢ni tipovi:
proksimalne tubularne stanice,
skvamozne epitelne stanice,
sekretorne stanice, trepetljikave
stanice

Jajne stanice

Grupno obogaceni: rane
spermatide, kasne spermatide
Grupno obogaceni: ekscitacijski
neuroni, inhibitorni neuroni
Plazma stanice
Pojacani stani¢ni tipovi:
Panethove stanice, astrociti
Pojacani stani¢ni tipovi:
ekscitacijski neuroni,
oligodendrocitske prekursorske
stanice, inhibitorni neuroni,
spermatociti, spermatogonije
Pojacani stani¢ni tipovi:
Panethove stanice, skvamozne
epitelne stanice, rane spermatide
Obogacene stanice: proksimalne
tubularne stanice
Pojacani stani¢ni tipovi: astrociti,
oligodendrocitske prekursorske
stanice, mikroglija stanice,
ekscitacijski neuroni
Nema informacija
Pojacani stani¢ni tipovi:
trofoblasti ekstraviloze,
eritroidne stanice, rane
spermatide, stanice koje izlu¢uju
zelu¢anu sluz, plazma stanice
Obogacene stanice: rane
spermatide
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5. RASPRAVA

U ovom radu istrazene su razli¢ite strukturne varijacije koje se nalaze u evolucijski novim regijama
genoma kod 7 ispitanika s teSkom klinickom slikom neurorazvojnih poremecaja. Svaki od 7
pacijenata imao je visestruke kromosomske aberacije, sugerirajuci da velike i ponavljaju¢e SV
znatno narusavaju osnovne zivotne funkcije, Sto je vidljivo iz klini¢ke slike pacijenata ukljucenih
u studiju. Najcesce poremecene neurorazvojne karakteristike pacijenata ukljucivale su epilepsiju,
nerazvijen govor, poremecaj ponasanja i intelektualnu zaostalost, uz promijenjene morfoloske
karakteristike poput nepokretnosti, niskog rasta i mikrocefalije. Prema bazi podataka Human
protein atlas tkivna ekspresija vecine istrazivanih gena pojac¢ana je u muskim spolnim organima
(testisi i prostata) Sto bi moglo biti u korelaciji s ve€om pojavnoséu neurorazvojnih poremecaja
kod muskaraca, u odnosu na zene. Medutim potrebna su dodatna istraZivanja koja bi testirala ovu

pretpostavku.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da su u svim slu¢ajevima insercije porijeklom s razliitih
podrucja u genomu, $to sam potvrdila preciznim mapiranjem genomskih regija, upotrebom alata
UCSC BLAT. Posebno je zanimljiva insercija od 6868 parova baza kod ispitanika CR2-4 koja je
detektirana u koordinatama 16:69963926-69963926, S$to odgovara lokaciji na 16q22.1, a
porijeklom moze biti s dvije kromosomske regije: 16:69957756-69963924 §to odgovara 16q22.1 i
16:74408693-74415224 §to odgovara 16q23.1 regiji. IstraZivanje podrijetla sekvenci insercija u
genomima pacijenata otvorilo je vrata nastavku istrazivanja molekularnih karakteristika ispitivanih

gena.

Analizom podataka izvedenih iz baze DGV (Tablica 1) uoceno je da stupac oznacen kao ,,Rang“
pokazuje visoke brojeve, §to ukazuje na manju pouzdanost identificiranih aberacija. Delecije koje
imaju niske frekvencije takoder su nepouzdane, jer su njima pridruZene varijante s visokim rangom.
Takoder, podaci u programu su ve¢inom prikupljeni od nepoznatih populacija, odnosno porijeklo
uzoraka nije strogo definirano, $to dodatno smanjuje pouzdanost interpretacije. Zakljucno,

mozemo reci da se delecije navedenih regija ne nalaze generalno prisutne u populaciji.

Pretragom literature unutar baze Pubmed povezala sam istrazivane gene s poremecajima iz
autisti¢nog spektra, intelektualnim potesko¢ama 1 shizofrenijom $to sugerira da su ti geni ukljuceni
u funkcije zivéanog sustava, a njihove promjene rezultiraju neuroloskim poremecajima. Kao geni

od posebnog interesa istaknuli su se oni porodice NBPF, geni ARHGAP11B i RGPDG6 te porodica
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gena GOLGA zbog sirokog spektra nalaza koji ih povezuju s mozgom i bolestima zivéanog sustava.
Mnogi od njih podlozni su duplikacijama i nalaze se u evolucijski novim regijama karakteristi¢nim
za vrstu Homo sapiens (Bekpen i Tautz, 2019). Chen i sur. su 2022. godine otkrili segmentnu
duplikaciju 2912.2/q13 de novo koja ukljucuje gen RGPDB6, a koja zbog promjene funkcije dovodi
do terminacije trudnoce, $to potvrduje znacaj ovog gena tijekom fetusnog razdoblja. Takoder, ista
je grupa nekoliko godina ranije detektirala mikroduplikaciju 2q13 koja ukljuc¢uje gen RGPDS,
povezanu s poremecajem autistiénog spektra, intelektualnim nedostatkom i poremecajem jetre
(Chen i sur., 2017). U sklopu ovog istrazivanja detektirala sam insercija u genu RGPD6 velicine
440 parova baza. Uz to, delecija razvojnih gena poput RGPD6 dovodi do tezih fenotipskih
posljedica pacijenata sa trisomijom 18p, buduci da su oni ukljuceni u nuklearno-citoplazmatski
promet, stani¢nu signalizaciju i diferencijaciju tkiva (Jaiswal i sur., 2015). Dodatno, u ovom radu
su otkrivene strukturne aberacije u centromernim podru¢jima, unutar gena GOLGA6L6 i POTEH,

Sto prijasnjim metodama sekvenciranja 2. generacije nije bilo moguce.

Pretrazivanjem literature otkrila sam kako je najve¢i broj gena istrazivanih u ovom radu ukljucen
je poremecaj autisti¢nog spektra. Rijec je o ¢estom nasljednom poremecaju koji zahvaca otprilike
jednog od 42 muskarca i jednu od 189 Zena (Davis i sur., 2019). Upravo zbog uclestalosti,
pretpostavlja se da su strukturne varijacije gena povezanih s autizmom vaZzne za bolje
razumijevanje molekularne podloge NDD-a. Jedan takav kandidat s visokim i varijabilnim brojem
kopija, koji je izostao u tradicionalnim genetskim studijama autizma, uklju¢uje porodicu proteina
Olduvai, primarno kodiranu genima NBPF. Domene Olduvai, koje se sastoje od priblizno 65
aminokiselina, pokazuju najveéi porast broja kopija specifi¢an za ljude, u odnosu na bilo koju
drugu regiju genoma koja kodira proteine. Broj kopija Olduvai takoder pokazuje poveznicu s
veli¢inom mozga i brojem neurona medu antropoidnim primatima, kao i s veli¢inom mozga i
kognitivnim sposobnostima unutar ljudske populacije. Zanimljivo je da se vec¢ina ljudskih Olduvai
kopija mapira na genomsku regiju 1q21, gdje su duplikacije povezane s autizmom i makrocefalijom
dok su recipro¢ne delecije povezane sa shizofrenijom i mikrocefalijom (Davis i sur., 2019). U
ovom istrazivanju, aberacije gena NBPF pronadene su kod pacijenata CR2-4, ST-1, ST-2 i ST-3.
Prema dostupnim podacima iz medicinske dokumentacije vidljivo je da su svima zajednicke
neurorazvojne karakteristike intelektualne teSkoce 1 nerazvijen govor, §to bi moglo biti u vezi s
aberacijama gena NBPF. Kod tri od Cetiri pacijenta zabiljezena je epilepsija, a kod pacijentice ST-

3 utvrdena je mikrocefalija.
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Znacaj istrazivanja evolucijski novih gena te njihovih strukturnih promjena ukazuje i rad Fischer i
sur., 2022 gdje je pokazano kako gen ARHGAP11B, eksprimiran specifi¢no u ljudi, sudjeluje u
ekspanziji neokorteksa, utjecajem na bazalne radijalne glija-stanice stimulacijom glutaminolize u
mitohondrijima. Gen ARHGAP11B nastao je djelomi¢nom duplikacijom gena ARHGAP11A, Kkoji
kodira protein za aktivaciju GTP-aze Rho, isklju¢ivo u ljudskoj lozi, nakon njenog razdvajanja od
loze cCimpanzi. Ekspresija gena ARHGAP11B u embrijskom neokorteksu miSeva potice
proliferaciju bazalnih progenitora i njthovu samoobnovu, §to moze rezultirati povecanjem povrsine
kortikalne ploce i iniciranjem girifikacije (Florio i sur., 2015). Ove funkcije upucuju na to da je
gen ARHGAP11B imao znacajnu ulogu u evolucijskom S$irenju ljudskog neokorteksa te zato
predstavlja znacajan izvor informacija o ljudskom zdravlju i bolesti. Promjene u ekspresiji i
funkciji ovog gena potencijalno utjeCu na normalan razvoj mozga, §to moze imati za posljedicu
pojavu neurorazvojnih poremecéaja. U ovom istrazivanju strukturna varijacija gena ARHGAP11B
u obliku insercije pronadena je kod pacijenta ST-1. Dodatno, pregledni rad Huttner i sur., 2024
istic¢e mogucnost doprinosa gena ARHGAP11B kortikalnim malformacijama poput mikrocefalije.
Na temelju toga, gen ARHGAP11B bi mogao biti znacajan faktor u slucajevima sindroma
mikrodelecije 15913.3, koji se povezuje s mikrocefalijom. Osim navedenog, gen ARHGAP11B,
induciran u odraslih miseva, uspjesno povecava fleksibilnost pam¢enja i povezan je s promjenama
neuro-bihevioralnih znacajki, $to je klju¢no za poboljSanje kognitivnih sposobnosti ljudske vrste
(Xing i sur., 2021). Dalje, indukcijom gena ARHGAP11B kod tvora Kalebic i sur., 2018 pokazali
su postnatalno povecanje gustoce neurona u gornjim kortikalnim slojevima. S obzirom na ta
istrazivanja, kao i rezultate ovog rada, moguce je da promjene ovog gena utjeCu na rani razvoj
mozga i predstavljaju potencijalni doprinos patogenezi neurorazvojnih poremecaja kod pacijenata

ukljucenih u ovu studiju.

U ovom istrazivanju otkriven je veliki broj CNV-ova, §to je u skladu s pretpostavkom kako su
varijacije u broju kopija kljucan genetski faktor u etiologiji psihijatrijskih poremecaja. Vaznost
istrazivanja CNV-ova u podlozi neurorazvojnih poremecaja pokazuje i rad Zarrei i sur., 2019 koji
opisuje veliku pojavnost varijacija broja kopija DNA kod pacijenata oboljelih od poremecaja
pozornosti s hiperaktivnoséu (ADHD) te poremecaja autisticnog spektra. Kako je istaknuto u radu
4,4% od 10,5% osoba s neurorazvojnim poremecajima bili su nositelji novih CNV-ova, dok su
ostale osobe bile nositelji aneuploidija ili ve¢ poznatih varijanti genetickih poremecaja. Opcenito,

geni povezani s neurorazvojnim poremecajima podvrgnuti su jakom selektivnom pritisku tijekom
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evolucije, te su netolerantni na mutacije koje dovode do gubitka funkcije u ljudskoj populaciji
(Leblond i sur., 2021). S obzirom na tkivnu distribuciju i vremenski uvjetovanu ekspresiju, vecina
gena HC-NDD eksprimirana je u vrlo ranom fetusnom razdoblju unutar amigdale, korteksa,
hipokampusa i strijatuma. Uz to, geni sa sinapti¢kim funkcijama, opisani u bazi SynGO, vise su
eksprimirani nakon rodenja u malom mozgu i korteksu (Leblond i sur., 2021). Medutim za
odabrane gene u ovom istrazivanju nije bilo podataka u bazi SynGO, §to sugerira da su evolucijski

novi geni jos nedovoljno istrazeni.

Pretrazivanjem mrezne baze Decipher i pracenjem parametara pLI, LOEUF, sHEt, pHaplo i
pTriplo nisu zabiljezeni jasni dokazi klinickog znacaja ispitivanih gena u podlozi neurorazvojnih
poremecaja. Medutim rezultati analize mrezne baze Human protein atlas pokazali su prisutnost
genske ekspresije na razini mMRNA gena DUX4, FAM86B1, RGPD6, NBPF14, ANKRD20A1,
CLEC18A i NBPF19 u razli¢itim regijama i stanicama mozga. Takvi rezultati upu¢uju na to da su
evolucijski novi geni doprinijeli kognitivnim, fizioloskim i intelektualnim naprecima ¢ovjeka i da

su vazan dio evolucije, a njithove promjene utjecu na normalan razvoj i funkcije Covjeka.

lako je ovo istrazivanje doprinijelo povecanju op¢eg znanja o genima potencijalno povezanima sa
neurorazvojnim poremecajima, u dijagnostiCke svrhe mogu se koristiti samo geni s jasnim
dokazima povezanosti, stoga su potrebna buduca istrazivanja u tom smjeru kako bi se hipoteza u
potpunosti testirala. Osim toga, istrazivanje je provedeno uz odredena ogranicenja koje je potrebno
uzeti u obzir pri interpretaciji rezultata. Prva znacajna limitacija jest nedostatak uzoraka DNA
roditelja ispitanika, Sto onemogucava precizno odredivanje geneticke podloge 1 procjenu nasljednih
svojstava ispitanih varijanti. Drugi izazov odnosi se na tehnicke aspekte sekvenciranja, koje je
provedeno uz nisku pokrivenost zbog financijskih ogranienja, $to moze utjecati na tocnost i
sveobuhvatnost dobivenih podataka. Tre¢i nedostatak proizlazi iz metodoloskog fokusa
istrazivanja, koji je bio usmjeren na specificne regije genoma, zbog ¢ega nije moguce iskljuciti
potencijalni utjecaj drugih aberacija u genomu koje nisu bile obuhvaéene analizom. Uz to,
neurorazvojni poremecaji predstavljaju heterogenu, slozenu grupu stanja karakteriziranu
promjenama u brojnim oblicima funkcija i ponasanja, stoga je u pojedinim sluéajevima tesko
odrediti to¢ne uzorke nastanka ove multifaktorske bolesti. Medutim, danas medicina i zdravstvena
skrb oboljelih znac¢ajno napreduju, pa rano otkrivanje genetskih znakova moze osigurati bolji Zivot

oboljelima, a obiteljima pruziti informacije o uzroku neurorazvojnih poremecaja.
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6. ZAKLJUCAK

Sekvenciranje tehnologijom tre¢e generacije uz daljnju analizu i vizualizaciju podataka omogucava
pronalazak novih strukturnih varijacija te njihovu detaljniju karakterizaciju koju nije bilo moguce
utvrditi prethodnim metodama obrade uzoraka, medutim javno dostupne baze podataka jo§ ne
sadrze dovoljan broj informacija o evolucijski novim genima u podlozi neurorazvojnih poremecaja.
Unato¢ napretku tehnologija sekvenciranja i metoda detekcije brojnih strukturnih varijacija,
potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se precizno utvrdila klinicka vaznost navedenih promjena.
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako geni porodice NBPF, GOLGA, gen ARHGAP11B i
genska porodica RGPD6 predstavljaju potencijalne kandidate uklju¢ene u patogenezu
neurorazvojnih poremecaja. Zakljucak o novim kandidat-genima dobiven je temeljem ve¢ poznatih
literaturnih navoda koji ih povezuju sa poremecajima mozdanih funkcija i intelektualnim
nedostatkom, temeljem njihove ukljucenosti u neurorazvoj te pronalaskom znacéajnih strukturnih
varijacija u njima u sklopu ovog istrazivanja. Kona¢no, ovo istrazivanje doprinijelo je povecaju
opcéeg znanja o podlozi neurorazvojnih poremecaja i omogucilo je daljnje istrazivanje molekularnih

karakteristika novih kandidat-gena.
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ZIVOTOPIS

Valentina Klein, rodena 21.5.1999. godine u Zagrebu, gdje sam provela ve¢i dio svog zivota.
Osnovnu 1 srednju Skolu pohadala sam u rodnom gradu, a zbog interesa za prirodne znanosti upisala
sam Prirodoslovnu $kolu Vladimira Preloga, smjer: kemijski tehni¢ar. Nakon zavrSetka srednje
Skole zapocela sam studij na Odjelu za biologiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
radi stjecanja novih iskustava. Tijekom studija aktivno sam sudjelovala u raznim studentskim
projektima, stru¢nim skupovima i na smotrama fakulteta. Uz to, bila sam ¢lanica studentske udruge
ZOA, te volonter na 21. Tjednu mozga. Kao dodatak akademskom Zivotu, ukljucila sam se u rad
Studentskog zbora, s titulom Studentskog pravobranitelja. Moje zanimanje za znanost pokusala

sam prenijeti 1 ostalim kolegama, odradivanjem demostrature na kolegiju Mikrobiologija.

U rujnu 2022. godine zavrSila sam preddiplomski studij s odli¢nim uspjehom i nagradama za
najboljeg studenta 1., 2. i 3. godine studija. Zavrsni rad pod temom "Uloga leptinskog receptora u

maternici" izraden je u suradnji s Medicinskim fakultetom u Osijeku.

Zbog osobnog razvoja nastavila sam svoje Skolovanje na diplomskom studiju Prirodoslovno-
matematickog fakulteta u Zagrebu, upisavsi smjer Eksperimentalna biologija, modul: Fiziologija i
imunobiologija. Uz redovite studentske obaveze volontirala sam na projektu Sjeti me se, u udruzi
Bioteka te na Danu karijera PMF-a. Ljubav prema znanosti otvorila mi je moguc¢nost rada u STEM
podrucju kao voditelj dje¢jih znanstvenih radionica za tvrtku Blizu znanosti. Motivirana stjecanju
novih znanja i vjestina, tijekom petogodi$njeg studija odradila sam 3 stru¢ne prakse koje su
doprinijele rastu u mom akademskom, ali i privatnom Zzivotu. Posebno bih istaknula praksu u
Zavodu za transfuzijsku i regenerativnu medicinu KBC Sestre milosrdnice koja me obogatila za
iskustva prikupljanje, obrada i pohrana stanica/tkiva. Osim toga, aktivho sam sudjelovala na
projektu "Evolution in the dark" te svojim radom doprinijela rjeSavanju znanstvenih problema i
prikupljanju rezultata koji imaju potencijal objave u znanstvenom radu. Moju kompetentnost i

marljivost dodatno isti¢e kategorija 10% najuspjesnijih studenata za 4. i 5. studijsku godinu.

Kroz studij sam unaprijedila samostalno snalazenje u laboratoriju, rad u aseptickim uvjetima,
razvoj kritickog razmisljanja te kontinuiranu Zelju za napretkom i razvojem. Dobro govorim
engleski jezik uz samostalno koristenje u jeziku 1 pismu, uz osnovno poznavanje njemackog jezika.

Izvrsno se snalazim u radu s racunalima i raznim softverskim alatima.



PRILOZI

Gen

ENSG00000099290
ENSG00000103512
ENSG00000108448
ENSG00000125498
ENSG00000125551
ENSG00000130538
ENSG00000135226
ENSG00000136682
ENSG00000145736
ENSG00000147996
ENSG00000153684
ENSG00000157322
ENSG00000163046
ENSG00000166664
ENSG00000170160
ENSG00000171478
ENSG00000171928
ENSG00000171931
ENSG00000171943
ENSG00000172014
ENSG00000174876
ENSG00000176269
ENSG00000177144
ENSG00000179172
ENSG00000180658
ENSG00000181625
ENSG00000182974
ENSG00000183054
ENSG00000183281
ENSG00000183336
ENSG00000183632
ENSG00000183889
ENSG00000184110
ENSG00000184492
ENSG00000184659
ENSG00000185040
ENSG00000185164
ENSG00000185304
ENSG00000186092
ENSG00000186146
ENSG00000186523

Identifikacijski broj

Naziv gena
gena

ENSG00000099290 WASHC2A
ENSG00000103512 NOMO1
ENSG00000108448 TRIM16L
ENSG00000125498 KIR2DL1
ENSG00000125551 PLGLB2
ENSG00000130538 OR11H1
ENSG00000135226 UGT2B28
ENSG00000136682 CBWD2
ENSG00000145736 GTF2H2
ENSG00000147996 CBWD5
ENSG00000153684 GOLGAS8F
ENSG00000157322 CLECI18A
ENSG00000163046 ANKRD30BL
ENSG00000166664 CHRFAM7A
ENSG00000170160 CCDC144A
ENSG00000171478 SPACASB
ENSG00000171928 TVP23B
ENSG00000171931 FBXW10
ENSG00000171943 SRGAP2C
ENSG00000172014  ANKRD20A4P
ENSG00000174876 AMY1B
ENSG00000176269 OR4F21
ENSG00000177144 NUDT4B
ENSG00000179172 HNRNPCL1
ENSG00000180658 OR2A4
ENSG00000181625 SLX1B
ENSG00000182974 OR4M2B
ENSG00000183054 RGPD6
ENSG00000183281 PLGLB1
ENSG00000183336 BOLA2
ENSG00000183632 TP53TG3
ENSG00000183889
ENSG00000184110 EIF3C
ENSG00000184492 FOXDA4L1
ENSG00000184659 FOXD4L4
ENSG00000185040 SPDYE16
ENSG00000185164 NOMO2
ENSG00000185304 RGPD2
ENSG00000186092 OR4F5
ENSG00000186146 DEFB131A
ENSG00000186523 FAM86B1

Prilog 1. Popis gena jedinstvenih za ¢ovjeka izdvojenih iz baze GenTree.

Transkript

ENST00000611324
ENST00000620755
ENST00000395671
ENST00000336077
ENST00000359481
ENST00000252835
ENST00000511240
ENST00000433343
ENST00000521602
ENST00000489273
ENST00000526619
ENST00000449317
ENST00000295181
ENST00000397827
ENST00000456009
ENST00000304270
ENST00000581733
ENST00000301938
ENST00000304465
ENST00000615302
ENST00000330330
ENST00000320901
ENST00000322209
ENST00000317869
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ENST00000332663
ENST00000455695
ENST00000355705
ENST00000330978
ENST00000569420
ENST00000524823
ENST00000395587
ENST00000306507
ENST00000377413
ENST00000632547
ENST00000562312
ENST00000398146
ENST00000641515
ENST00000334879
ENST00000534520



ENSG00000187627
ENSG00000188092
ENSG00000188219
ENSG00000188234
ENSG00000188610
ENSG00000188626
ENSG00000189375
ENSG00000196369
ENSG00000196862
ENSG00000196993
ENSG00000198062
ENSG00000198573
ENSG00000204379
ENSG00000204382
ENSG00000204505
ENSG00000204779
ENSG00000204918
ENSG00000204919
ENSG00000205456
ENSG00000205571
ENSG00000205572
ENSG00000212807
ENSG00000213240
ENSG00000213648
ENSG00000214534
ENSG00000214940
ENSG00000215126
ENSG00000215269
ENSG00000215372
ENSG00000215784
ENSG00000216649
ENSG00000223443
ENSG00000223569
ENSG00000224089
ENSG00000224659
ENSG00000224902
ENSG00000225327
ENSG00000225899
ENSG00000226023
ENSG00000226685
ENSG00000226929
ENSG00000227140
ENSG00000227151
ENSG00000227488
ENSG00000227551

ENSG00000187627 RGPD1
ENSG00000188092 GPR89B
ENSG00000188219 POTEE
ENSG00000188234 AGAP4
ENSG00000188610 FAM72B
ENSG00000188626 GOLGASM
ENSG00000189375 TBC1D28
ENSG00000196369 SRGAP2B
ENSG00000196862 RGPD4
ENSG00000196993 NPIPB9
ENSG00000198062 POTEH
ENSG00000198573 SPANXC
ENSG00000204379 XAGE1A
ENSG00000204382 XAGE1B
ENSG00000204505 PRAMEF9
ENSG00000204779 FOXDA4L5
ENSG00000204918 PRR20B
ENSG00000204919 PRR20A
ENSG00000205456 TP53TG3D
ENSG00000205571 SMN2
ENSG00000205572 SERF1B
ENSG00000212807 OR2A42
ENSG00000213648 SULT1A4
ENSG00000214534 ZNF705EP
ENSG00000214940 NPIPAS
ENSG00000215126 CBWD6
ENSG00000215269 GAGE12G
ENSG00000215372 ZNF705G
ENSG00000215784 FAM72D
ENSG00000216649 GAGE12E
ENSG00000223443 USP17L2
ENSG00000223569 USP17L15
ENSG00000224089 CT47A10
ENSG00000224659 GAGE12J
ENSG00000224902 GAGE12H
ENSG00000225327 USP17L3
ENSG00000225899 FRG2B
ENSG00000226023 CT47A6
ENSG00000226685 CT47A12
ENSG00000226929 CT47A11
ENSG00000227140 USP17L5
ENSG00000227151 PRR20D
ENSG00000227488 GAGE12D
ENSG00000227551 USP17L12

ENST00000409776
ENST00000461786
ENST00000626191
ENST00000311652
ENST00000452190
ENST00000563027
ENST00000405044
ENST00000619678
ENST00000408999
ENSTO00000357796
ENST00000343518
ENST00000358993
ENST00000375602
ENST00000375613
ENST00000415919
ENST00000377420
ENSTO00000377930
ENST00000377931
ENST00000568044
ENST00000507458
ENST00000515588
ENST00000641810
ENST00000612520
ENST00000360423
ENST00000525199
ENST00000541810
ENST00000467791
ENST00000445148
ENST00000400156
ENST00000400889
ENST00000381698
ENST00000333796
ENST00000456464
ENST00000430448
ENST00000442437
ENST00000381722
ENST00000530484
ENSTO00000443774
ENST00000419194
ENST00000419982
ENST00000457020
ENST00000507227
ENST00000452123
ENST00000405679
ENST00000415041



ENSG00000228856
ENSG00000229579
ENSG00000229665
ENSG00000229676
ENSG00000230178
ENSG00000230430
ENSG00000230549
ENSG00000230594
ENSG00000231051
ENSG00000231396
ENSG00000231637
ENSG00000232264
ENSG00000232399
ENSG00000232948
ENSG00000233024
ENSG00000233136
ENSG00000233232
ENSG00000233917
ENSG00000234289
ENSG00000235780
ENSG00000236125
ENSG00000236362
ENSG00000236396
ENSG00000236737
ENSG00000236761
ENSG00000237038
ENSG00000237671
ENSGO00000237957
ENSG00000244693
ENSG00000248920
ENSG00000248933
ENSG00000249104
ENSG00000249811
ENSG00000250745
ENSG00000250844
ENSG00000250913
ENSG00000254598
ENSG00000255009
ENSG00000255192
ENSG00000255251
ENSG00000255524
ENSG00000256671
ENSG00000260596
ENSG00000260691

ENSG00000228856 USP17L30
ENSG00000229579 USP17L.26
ENSG00000229665 PRR20C
ENSG00000229676 ZNF492
ENSG00000230178 OR4F3
ENSG00000230430 USP17L.25
ENSG00000230549 USP17L1
ENSG00000230594 CT47A4
ENSG00000231051 USP17L28
ENSG00000231396 USP17L10
ENSG00000231637 USP17L29
ENSG00000232264 USP171L.24
ENSG00000232399 USP17L13
ENSG00000232948 DEFB130A
ENSG00000233024 NPIPA9
ENSG00000233136 USP17L11
ENSG00000233232 NPIPB7
ENSG00000233917 POTEB
ENSG00000234289 H2BC12L
ENSG00000235780 USP17L27
ENSG00000236125 USP17L4
ENSG00000236362 GAGE12F
ENSG00000236396 SLC35G4
ENSG00000236737 GAGE12B
ENSG00000236761 CTAGE9
ENSG00000237038 USP17L8
ENSG00000237671 GAGE12C
ENSG00000237957 CT47A5
ENSG00000248920 USP17L19
ENSG00000248933 USP17L22
ENSG00000249104 USP17L17
ENSG00000249811 USP17L21
ENSG00000250745 USP17L20
ENSG00000250844 USP17L18
ENSG00000250913 USP17L23
ENSG00000254598 CSNK2A3
ENSG00000255009 UBTFL1
ENSG00000255192 NANOGP8
ENSG00000255251 PRR23D1
ENSG00000255524 NPIPB8
ENSG00000256671 LIM$4
ENSG00000260596 DUX4
ENSG00000260691 ANKRD20A1

ENST00000504104
ENST00000610514
ENST00000544357
ENST00000456783
ENST00000456475
ENST00000509271
ENST00000529559
ENST00000415858
ENST00000504543
ENST00000417945
ENST00000511681
ENST00000504481
ENST00000616303
ENST00000400079
ENST00000531453
ENST00000457736
ENST00000435324
ENST00000435397
ENST00000599962
ENST00000515574
ENST00000526929
ENST00000440137
ENST00000588001
ENST00000361446
ENST00000314099
ENST00000527080
ENST00000420398
ENST00000439466
ENST00000487179
ENST00000515566
ENST00000511280
ENST00000511568
ENST00000506414
ENST00000506151
ENST00000504209
ENST00000506619
ENST00000528848
ENST00000530464
ENST00000528386
ENST00000533250
ENST00000529716
ENST00000632758
ENST00000616166
ENST00000620792



ENSG00000261739
ENSG00000261740
ENSG00000261794
ENSG00000263353
ENSG00000263464
ENSG00000263513
ENSG00000266338
ENSG00000268221
ENSG00000268320
ENSG00000268738
ENSG00000269028
ENSG00000269433
ENSG00000270339
ENSG00000270629
ENSG00000271321
ENSG00000271383
ENSG00000271425
ENSG00000271449
ENSG00000271567
ENSG00000273136
ENSG00000273514
ENSG00000273590
ENSG00000273696
ENSG00000273976
ENSG00000274252
ENSG00000274274
ENSG00000274276
ENSG00000274391
ENSG00000274419
ENSG00000274512
ENSG00000274559
ENSG00000274611
ENSG00000274808
ENSG00000274933
ENSG00000275113
ENSG00000275464
ENSG00000275553
ENSG00000275793
ENSG00000275895
ENSG00000275954
ENSG00000275969
ENSG00000275993
ENSG00000276040

ENSG00000261739 GOLGAS8S
ENSG00000261740 BOLA2-SMG1P6
ENSG00000261794 GOLGAS8H
ENSG00000263353 PPIAL4A
ENSG00000263513 FAM72C
ENSG00000266338 NBPF15
ENSG00000268221 OPN1MW
ENSG00000268320 SCGB1C2
ENSG00000268738 HSFX2
HSFX3
ENSG00000269433 OPN1IMW3
ENSG00000270339 PPIAL4H
ENSG00000270629 NBPF14
ENSG00000271321 CTAGEG
ENSG00000271383 NBPF19
ENSG00000271425 NBPF10
ENSG00000271449 CT45A2
ENSG00000271567 PPIAL4E
ENSG00000273136 NBPF26
ENSG00000273514 FOXDA4L6
ENSG00000273590
ENSG00000273696 CT45A7
ENSG00000273976 GOLGAGL1
ENSG00000274252 GGTLC3
ENSG00000274274 GAGE13
ENSG00000274276
ENSG00000274391 TPTE
ENSG00000274419 TBC1D3D
ENSG00000274512 TBC1D3L
ENSG00000274559
ENSG00000274611 TBC1D3
ENSG00000274808 TBC1D3B
ENSG00000274933 TBC1D3lI
ENSG00000275113 GAGEZ2E
ENSG00000275464
ENSG00000275553 ELOA3CP
ENSG00000275793 RIMBP3
ENSG00000275895
ENSG00000275954 TBC1D3F
ENSG00000275969 SPATA31A3
ENSG00000275993
ENSG00000276040 SPATA31A7Y

ENST00000562295
ENST00000569622
ENST00000566740
ENST00000577856
ENST00000585245
ENST00000584486
ENST00000577412
ENST00000596998
ENST00000595228
ENST00000598963
ENST00000598964
ENST00000599405
ENST00000584068
ENST00000593495
ENST00000470691
ENST00000426482
ENST00000583866
ENST00000612907
ENST00000581164
ENST00000619748
ENST00000622588
ENST00000623661
ENST00000620885
ENST00000614055
ENST00000619998
ENST00000612958
ENST00000617706
ENST00000612746
ENST00000616101
ENST00000617678
ENST00000464664
ENST00000620215
ENST00000611257
ENST00000616671
ENST00000621907
ENST00000632537
ENST00000620688
ENST00000619918
ENST00000636315
ENST00000620210
ENST00000428649
ENST00000613488
ENST00000619167



ENSG00000276076
ENSG00000276203
ENSG00000276289
ENSG00000276581
ENSG00000276612
ENSG00000277058
ENSG00000277117
ENSG00000277277
ENSG00000277322
ENSG00000277865
ENSG00000278085
ENSG00000278289
ENSG00000278299
ENSG00000278558
ENSG00000278599
ENSG00000278646
ENSG00000278961
ENSG00000279408
ENSG00000279493
ENSG00000280071
ENSG00000280433
ENSG00000283378
ENSG00000283967
ENSG00000283988
ENSG00000284042
ENSG00000284234
ENSG00000284283
ENSG00000284356
ENSG00000284439
ENSG00000284465
ENSG00000284662
ENSG00000284733
ENSG00000284906
ENSG00000285077
ENSG00000285607
ENSG00000285620
ENSG00000285657
ENSG00000285687
ENSG00000285720
ENSG00000285765
ENSG00000285814
ENSG00000285913
ENSG00000285937
ENSG00000285950
ENSG00000285975

ENSG00000276076
ENSG00000276203  ANKRD20A3P
ENSG00000276289
ENSG00000276581 SPATA31A5
ENSG00000276612
ENSG00000277058 HNRNPCL3
ENSG00000277117
ENSGO00000277277
ENSG00000277322 GOLGAGLG6
ENSG00000277865 GOLGAG6L22
ENSG00000278085 CT45A8
ENSG00000278289 CT45A6
ENSG00000278299 TBC1D3C
ENSG00000278558 TMEM191B
ENSG00000278599 TBC1D3E
ENSG00000278646
ENSG00000278961
ENSG00000279408 OR4NA4C
ENSG00000279493
ENSG00000280071
ENSG00000280433
ENSG00000283378 CNTNAP3C
ENSG00000283967 TAF11L8
ENSG00000283988 TAF11L9
ENSG00000284042 TAF11L6
ENSG00000284234 TAF11L5
ENSG00000284283 TAF11L4
ENSG00000284356 TAF11L10
ENSG00000284439 TAF11L3
ENSG00000284465 TAF11L7
ENSG00000284662 ORA4F16
ENSG00000284733 OR4F29
ENSG00000284906
ENSG00000285077 ARHGAP11B
ENSG00000285607 FAM90A9
ENSG00000285620 FAM90A16
ENSG00000285657 FAM90A19
ENSG00000285687 FAM90A22
ENSG00000285720 FAM90A17
ENSG00000285765 FAM90A23
ENSG00000285814 FAM90A14
ENSG00000285913 FAM90A18
ENSG00000285937 FAM90AS8
ENSG00000285950 FAM90A10
ENSG00000285975 FAMO90A7

ENST00000624932
ENST00000614733
ENST00000618699
ENST00000437823
ENST00000623476
ENST00000617807
ENST00000620481
ENST00000613894
ENST00000619213
ENST00000620691
ENST00000611660
ENST00000612878
ENST00000622206
ENST00000613597
ENST00000621587
ENST00000613352
ENST00000646133
ENST00000623441
ENST00000624081
ENST00000623810
ENST00000623998
ENST00000636699
ENST00000640803
ENST00000639969
ENST00000640558
ENST00000638483
ENST00000638408
ENST00000638842
ENST00000638668
ENST00000640846
ENST00000332831
ENST00000426406
ENST00000563110
ENST00000428041
ENST00000648344
ENST00000648174
ENST00000647903
ENST00000648590
ENST00000650426
ENST00000648435
ENST00000648315
ENST00000647769
ENST00000647775
ENST00000533716
ENST00000650288



Prilog 2. Popis strukturnih varijacija unutar eksona s detaljnim informacijama kod pacijenata
CR2-1, CR2-2, CR2-4, ST-1, ST-2, ST-3i ST-4.

Sifra
pacijenta
CR2-1 4

Kromosom SV

15
22

15
15

CR2-2  Kromosom SV

16
1
15
8
2

CR2-4  Kromosom SV

16

15
8
16

ST-1  Kromosom SV

e R N

15
15
15
22

ST-2  Kromosom SV

15

ST-3  Kromosom SV
1
15
8
15

ST-4  Kromosom SV

15
22

Pocetak SV

190175199
120824880
23136661
15690291
12183141
23130374
23136596
110576892

Pocetak SV

28772378
148570081
23136661
12183109
110576897

Pocetak SV

28772424
67859077
120824913
146074376
146079126
23136661
12183090
69963926

Pocetak SV

149537189
146074350
146079111
148567860
7556987
12183091
30648619
20534807
23136639
15690427

Pocetak SV

149537131
146074350
23136663
12183090

Pocetak SV

146074356
20534807
12183090
23129676

Pocetak SV

120824898
20534339
15690422
12183090

Kraj SV

190176043
120829778
23136715
15690402
12183243
23130374
23136596
110576892

Kraj SV

28772441
148573266
23136715
12183213
110576897

Kraj SV

28772482
67859130
120829811
146077571
146082316
23136714
12183194
69963926

Kraj SV

149540389
146077546
146082301
148569402
7557353
12183194
30648619
20534876
23136692
15690537

Kraj SV

149540331
146077546
23136715
12183194

Kraj SV

146077553
20534876
12183194
23129676

Kraj SV

120829796
20534507
15690533
12183194

DuljinaSV TipSV Kuvaliteta

-844 DEL 50
-4898 DEL 58
-54 DEL 45
-111 DEL 54
-102 DEL 31
82 INS 46
54 INS 41
440 INS 28

DuljinaSV TipSV Kuvaliteta

-63 DEL 53
-3185 DEL 60
-54 DEL 52
-104 DEL 44
438 INS 23

DuljinaSV TipSV Kuvaliteta

-58 DEL 37
-53 DEL 31
-4898 DEL 54
-3195 DEL 56
-3190 DEL 56
-53 DEL 42
-104 DEL 35
6868 INS 22

DuljinaSV TipSV Kuvaliteta

-3200 DEL 55
-3196 DEL 55
-3190 DEL 60
-1542 DEL 60
-366 DEL 54
-103 DEL 28

288 INS 60

-69 DEL 27

-63 DEL 60
-110 DEL 44

DuljinaSV TipSV Kuvaliteta

-3200 DEL 37
-3196 DEL 55

-52 DEL 44
-104 DEL 40

DuljinaSV TipSV Kuvaliteta

-3197 DEL 58
-69 DEL 26
-104 DEL 35
126 INS 60

DuljinaSV TipSV Kuvaliteta

-4898 DEL 60
-168 DEL 46
-111 DEL 44
-104 DEL 42

Filter

GT
PASS
PASS

GT
PASS
PASS

GT
PASS

Filter

PASS
GT
PASS
PASS
PASS

Filter

PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS

Filter

GT
PASS
GT
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
GT
PASS

Filter

GT
PASS
PASS
PASS

Filter

PASS

PASS

PASS
GT

Filter

PASS
PASS
PASS
PASS

Kromosomska
pruga
g35.2
pll.2
ql1.2
ql1.1
p23.1
ql1.2
ql1.2

q13

Kromosomska
pruga
pll.2
q21.2
ql1.2
p23.1

ql3

Kromosomska
pruga
pl1.2

g21.11
pl1.2
gq21.1
q21.1
ql1.2
p23.1
q22.1

Kromosomska
pruga
q21.2
q21.1
gq21.1
q21.2
p23.1
p23.1
q13.2
ql1.2
qll.2
gl11

Kromosomska
pruga
q21.2
q21.1
qll.2
p23.1

Kromosomska
pruga
g21.1
ql1.2
p23.1
ql1.2

Kromosomska
pruga
pll.2
ql1.2
ql1l
p23.1

Naziv gena

DUX4
NBPF26
GOLGA6L1
POTEH
FAM86B1
GOLGA6L1
GOLGA6L1
RGPD6

Naziv gena

NPIPB9
NBPF14
GOLGA6L1
FAM86B1
RGPD6

Naziv gena

NPIPB9
ANKRD20A1
NBPF26
NBPF10
NBPF10
GOLGA6L1
FAM86B1
CLEC18A

Naziv gena

NBPF19
NBPF10
NBPF10
NBPF14
FAM90AT7P
FAM86B1
ARHGAP11B
GOLGAG6L6
GOLGA6L1
POTEH

Naziv gena

NBPF19
NBPF10
GOLGA6L1
FAM86B1

Naziv gena

NBPF10
GOLGAG6L6
FAM86B1
GOLGA6L1

Naziv gena

NBPF26
GOLGA6L6
POTEH
FAM86B1

Transkript

NR_137167
NM_001351372
NM_001001413
NM_001136213
NM_001083537
NM_001001413
NM_001001413
NM_001384364

Transkript

NM_001287250
NM_015383
NM_001001413
NM_001083537
NM_001384364

Transkript

NM_001287250
NM_032250
NM_001351372
NM_001302371
NM_001039703
NM_001001413
NM_001083537
NM_001136214

Transkript

NM_001351365
NM_001302371
NM_001039703
NM_015383
NR_046343
NM_001083537
NR_148423
NM_001145004
NM_001001413
NM_001136213

Transkript

NM_001351365
NM_001302371
NM_001001413
NM_001083537

Transkript

NM_001302371
NM_001145004
NM_001083537
NM_001001413

Transkript

NM_001351372
NM_001145004
NM_001136213
NM_001083537

Pomak okvira Broj eksona
Citanja

no 6
yes 30
yes 9
yes 11
no 7
yes 9
yes 9
no 23

Pomak okvira Broj eksona
Citanja

yes 7
yes 66
yes 9
no 7
no 23

Pomak okvira Broj eksona
Citanja

yes 7
no 15
yes 30
no 90
yes 86
no 9
no 7
no 13

Pomak okvira Broj eksona
Citanja

no 93
yes 90
yes 86
yes 66
no 3
no 7
no 11
yes 9
no 9
no 11

Pomak okvira Broj eksona
Citanja

no 93
yes 90
yes 9
no 7

Pomak okvira Broj eksona
Citanja

yes 90
yes 9
no 7
yes 9

Pomak okvira Broj eksona
Gitanja

yes 30
yes 9
yes 11
no 7

Lokacija

exon2-intron2
exon15-intron19
exonl-exonl
exonl-exonl
exon7-exon7
exong-exon8
exonl-exonl
exonl-exonl

Lokacija

exon7-exon7
exon19-intron19
exonl-exonl
exon7-exon7
exonl-exonl

Lokacija

exon7-exon7
exonl-exonl
exon15-intron19
exon76-exon80
exon70-exon74
exonl-exonl
exon7-exon7
exonl3-exonl3

Lokacija

exon71-exon75
exon76-exon80
exon70-exon74
exon20-exon22
exon3-exon3
exon7-exon7
exonll-exonll
exong-exon8
exonl-exonl
exonl-exonl

Lokacija

exon71-exon75

exon76-exon80
exonl-exonl
exon7-exon7

Lokacija

exon76-exon80
exong-exon8
exon7-exon7
exong-exon8

Lokacija

exon15-intron19
exong-exon8
exonl-exonl
exon7-exon7

Vi



Prilog 3. Popis strukturnih varijacija ve¢ih od 800 parova baza kod pacijenata CR2-1, CR2-2, CR2-

4,ST-1, ST-2, ST-31 ST-4.

Sifra
pacijenta
CR2-1

CR2-2

CR2-4

Kromosom
SV

R P ORRPRRPRREPREAN-

P R ORRPRRPRRERRERNR

15

Pocetak SV

68170787
190175199
120835013
149551318
146066843
146088693
146083942

7582317
120824880
146136990

70072862

68170787
36109418
14894753
86936276
120835013
120827523
146066760
148570081
120824840
28698464
66129156

52433310
141012592
14894753
86936276
69963926
69962420
120812372
86936276
120835026
120827570
120833985
146066773
146079126
146074376
12135286
120824913
146136990
21642492

Kraj SV

98453528
190176043
120836007
149552878
146069986
146091871
146087128

7585973
120829778
146143286

70079172

98453528

36187342

14937510

86936276
120836007
120829341
146069910
148573266
120829738
28709344

66144584

55652522
141244560
14937510

86936276

69963926

69962420
120812372
86936276
120836019
120829388
120836007
146069916
146082316
146077571
12140022

120829811
146143286
21653114

Duljina SV

30282741
-844
-994
-1560
-3143
-3178
-3186
-3656
-4898
-6296
-6310

30282741
77924
42757
3576
-994
-1818
-3150
-3185
-4898
-10880
-15428

3219212
231968
42757
7094
6868
6846
6307
3581
-993
-1818
-2022
-3143
-3190
-3195
-4736
-4898
-6296
-10622

Tip SV

INV
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL

INV
DUP
INV
INS
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL

INV
INV
INV
INS

INS

INS

INS

INS

DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL

Broj gena

222

NFRPRPRORRRERLPRER

222

N
w @

2z OR RFRPRPRPRFEPRFEPDN

N
w

PR RPNRPRPRPRPRRPRERPNELREN

Vil



Sifra
pacijenta
ST-1

ST-2

Kromosom
SV

MG rPrPPRPRPPRPPRPRPRPRPPRPPRPRPRPRPRPRPPRPERPRPRPERLENDNXE N

agrrPrPRrPEPPE XSS~

Pocetak SV

68170787
14894753
52510824
86936276
86936276
120835013
120835013
148567860
148567860
120827523
120827523
146067005
146067005
146088711
146088711
146083915
146083915
146079111
146079111
146074350
146074350
149537189
149537189
120824840
120824840
146136990
146136990
21642491
21642491

68170787
32285314
14894753
52502066
120835035
146066770
149546552
146074350
149537131
146136990
70072862

Kraj SV

98453528
14937510
52523688
86936276
86936276
120836007
120836007
148569402
148569402
120829341
120829341
146070148
146070148
146091885
146091885
146087102
146087102
146082301
146082301
146077546
146077546
149540389
149540389
120829738
120829738
146143286
146143286
21653114
21653114

98453528

33340036

14937510

52523688

120836027
146069910
149549737
146077546
149540331
146143286
70079172

Duljina SV

30282741
42757
12864
3580
3580
-994
-994
-1542
-1542
-1818
-1818
-3143
-3143
-3174
-3174
-3187
-3187
-3190
-3190
-3196
-3196
-3200
-3200
-4898
-4898
-6296
-6296
-10623
-10623

30282741
1054722
42757
21622
-992
-3140
-3185
-3196
-3200
-6296
-6310

Tip SV

INV
INV
DUP
INS

INS

DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL

INV
DUP
INV
INV
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL

Broj gena

222
23
2

NFRPRPRRPRRRPRRPN

Vil



Sifra
pacijenta
ST-3

ST-4

Kromosom
SV

P PP X N o

=

16

(BN

15
9
7

Pocetak SV

68170787
7607927
143742323
52489208
146066769
146074356
146136990

16680842
68170787
69964152
86936276
120827622
146067068
120824898
21642491
66129156
65509484

Kraj SV

98453528
12611663
143874697
52502073
146069916
146077553
146143286

146052340
98453528
69964152
86936276

120829439

146070210

120829796
21653114
66144584

126874698

Duljina SV

30282741
5003736
132374
12865
-3147
-3197
-6296

129371498
30282741
6867
3589
-1817
-3142
-4898
-10623
-15428
-61365214

Tip SV

INV
INV
DUP
DUP
DEL
DEL
DEL

INV
INV
INS
INS
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL
DEL

Broj gena

222
85

L S S

1217
222

ORr P RPLRELNO

523



