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SAZETAK. Genetska testiranja kod pacijenata s neurorazvojnim poremecajima vrlo su vazna za postavljanje
konacne dijagnoze. Prema trenutnim smjernicama prve metode izbora ukljucuju komparativnu genomsku hibri-
dizaciju na mikropostroju te genetsko testiranje fragilnog X sindroma. Cjeloeksomsko sekvenciranje koje omogu-
Cuje detekciju jednonukleotidnih varijanti u kodiraju¢im regijama gena predstavlja sljedeci dijagnosticki korak.
Dijagnosticki prinos komparativne genomske hibridizacije na mikropostroju raste do 15%, a cjeloeksomskog
sekvenciranja Cak do 40%. Medutim, kod velikog broja pacijenata (Cak do 50%) etiologija neurorazvojnih pore-
mecaja ostaje nerazjasnjena. Danas su poznati mnogi genetski mehanizmi koje nije moguce ustanoviti rutinskim
dijagnostickim metodama, a ukljucuju varijante broja kopija u nekodirajucim regulacijskim DNA regijama, vari-
jante broja kopija koje utjecu na strukturu i funkdiju topoloskih domena, duboke intronske varijante u kodirajucim
genima kao i metilacijske obrasce u genomu. Navedene genske promjene moquce je detektirati novijim tehnolo-
gijama kao Sto je cjelogenomsko sekvenciranje i mapiranje topoloskih domena (Hi-C sekvenciranje). Cjeloge-
nomskim sekvenciranjem moguce je odrediti i precizne tocke loma u naoko balansiranim kromosomskim razmje-
stanjima. Uvodenje cjelogenomskog sekvenciranja u rutinsku dijagnostiku genetskih bolesti svakako bi povecalo
dijagnosticki prinos i omogucilo postavljanje dijagnoze za velik broj pacijenata s neurorazvojnim poremecajima. S
napredovanjem tehnologije i sve vecom dostupnoscu cjelogenomskog sekvenciranja, u skoroj buducnosti se oce-
kuje i povecanje genomskih baza koje bi omogucile interpretaciju velike koli¢ine podataka koju ova metoda gene-
rira, cime bi se ubrzalo uvodenje ove mo¢ne metode u rutinsku medicinsku skrb kod pacijenata s genetskim
poremecajima.

SUMMARY. Genetic testing in patients with neurodevelopmental disorders is very important for making a final
diagnosis. According to the current quidelines, the first line methods include Microarray-based Comparative
Genomic Hybridization and genetic testing of Fragile X Syndrome. Whole-exome sequencing, which allows
detection of single-nucleotide variants in the coding regions of genes, represents the next diagnostic step. The
diagnostic yield of Comparative Genomic Hybridization is up to 15%, while for whole-exome sequencing it
increases up to 40%. However, in a large number of patients (up to 50%), the etiology of neurodevelopmental
disorders remains unexplained. Even though there are many familiar genetic mechanisms, some of them cannot
be established by routine diagnostic methods, such as copy number variants in non-coding requlatory DNA
regions, copy number variants that affect structure and function of topologically associating domains (TADs),
deep intronic variants in coding genes as well as genome-wide methylation patterns. The aforementioned genetic
changes can be detected with newer technologies such as whole-genome sequencing and mapping of TADs
(Hi-C sequencing). With whole-genome sequencing it is possible to determine precise breakpoints in apparently
balanced chromosomal arrangements. Therefore introduction of whole-genome sequencing in the routine diag-
nostics of genetic diseases would certainly increase the diagnostic yield and enable setting up diagnosis for alarge
number of patients with neurodevelopmental disorders. With the advancement of technology and the increasing
availability of whole-genome sequencing, a rise in the amount of available data in genomic databases is expected
in the near future. This would allow the interpretation of the large amount of data generated by this method and
accelerate the introduction of this powerful method into routine medical care for patients with genetic disorders.

Neurorazvojni poremecaji (NRP) obuhvacaju $irok

spektar poteskoca koje se javljaju tijekom razvojnog
razdoblja, a odnose se na znacajna odstupanja u posti-
zanju i izvrSavanju odredenih intelektualnih, motori¢-
kih, jezi¢nih i/ili socijalnih funkcija. Prema Meduna-
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nizacije, koja je na snagu stupila 2022. godine, skupina
NRP ukljucuje osam specifi¢nih kategorija: poremecaje
intelektualnog razvoja, razvojne poremecaje govora ili
jezika, poremecaje iz spektra autizma (PSA), razvojne
poremecaje ucenja, razvojne poremecaje motoricke
koordinacije, poremecaj paznje s hiperaktivnoscu
(ADHD, engl. attention deficit hyperactivity disorder),
poremecaj sa stereotipnim pokretima te kategoriju
drugih specificnih neurorazvojnih poremecaja.' Ge-
netska analiza u pacijenata s neurorazvojnim poreme-
¢ajima od iznimne je vaznosti za postavljanje kona¢ne
dijagnoze, odredivanje prognoze i daljnje medicinske
skrbi za pacijenta, ali takoder i savjetovanje obitelji u
vidu odredivanja rizika ponavljanja utvrdene genetske
promjene. Stoga genetsko testiranje danas predstavlja
standardnu proceduru prilikom obrade pacijenata s
NRP-om i neobjasnjenom etiologijom bolesti. Uzi-
majudi u obzir kompleksnost kako klinicke slike tako i
geneticke osnove neurorazvojnih poremecaja, odredi-
vanje genetskog uzroka bolesti jos uvijek predstavlja
izazov. Geneticke promjene koje nalazimo u pacijena-
ta s NRP-om uklju¢uju heterogenu skupinu promjena
u genomu kao $to su brojc¢ane i strukturne abnormal-
nosti kromosoma, promjene broja kopija (CNV, engl.
copy number variants), promjene jednog nukleotida
(SNV, engl. single nucleotide variants), male delecije ili
duplikacije (INDEL), strukturne varijante (SV) te mo-
zaicizmi. Ovisno o utjecaju na nastanak bolesti prona-
dene mutacije klasificiraju se kao patogene, vjerojatno
patogene, varijante nepoznatog znacenja (VUS, engl.
variant of uncertain significance), vjerojatno benigne
ili benigne. U slucaju pojave novih dokaza o patoge-
nosti ili benignosti interpretacija varijanti nepozna-
tog znacenja moze se nakon odredenog vremena pro-
mijeniti.

Prednosti i ogranicenja
dijagnostickih metoda

Danas se u dijagnostici NRP-a primjenjuju razli-
¢ite metode molekularne dijagnostike, pri ¢emu su
najzastupljenije metoda kromosomskih mikropostroja
(CMA, engl. chromosomal microarray), naj¢e$ée kom-
parativna genomska hibridizacija na mikropostroju
(aCGH, engl. array comparative genomic hybridiza-
tion) 1 metode sekvenciranja novih generacija (NGS,
engl. next generation sequencing) ukljucujuci cjeloek-
somsko sekvenciranje (WES, engl. whole exome sequ-
encing), ¢esto uz primjenu analize genskih panela, i
cjelogenomsko sekvenciranje (WGS, engl. whole geno-
me sequencing). Prema smjernicama za geneticko te-
stiranje u pacijenata s poremecajima intelektualnoga i
globalnoga razvojnog zaostajanja, visestrukim priro-
denim anomalijama te osoba s poremecajem iz spektra
autizma kao prva metoda izbora jos uvijek se prepo-
rucuje aCGH analiza te dijagnostika sindroma fragil-
nog X-kromosoma odredivanjem broja ponavljanja
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tripleta CGG u nekodirajucoj regiji prvog eksona gena
FMRI1.** Metodom kromosomskih mikropostroja
promjene broja kopija utvrde se u oko 10 - 20% paci-
jenata s intelektualnim/globalnim razvojnim zaostaja-
njem i PSA-om.*>® Medutim, novija istrazivanja pred-
nost daju metodama sekvenciranja nove generacije
kojima se genetski uzrok NRP-a utvrdi u gotovo 30 -
40% pacijenata.® Primjenom navedenih dijagnostic-
kih metoda i provodenjem velikih kohortnih studija
posljednjih dvadeset godina konstantno se otkrivaju
novi kandidatni geni i genomske promjene odgovorne
za nastanak NRP-a. Prednosti i ograni¢enja navedenih
metoda opisane su u tablici 1.

Komparativna genomska hibridizacija
na mikropostroju

Metoda aCGH temelji se na kompetitivnom vezanju
fluorescentno obiljezene ispitivane i referentne DNA s
komplementarnim oligonukleotidnim sondama smje-
$tenim na mikropostroju. Analizira se cijeli genom,
dok je rezolucija metode odredena udaljeno$c¢u izme-
du lokacija na genomu kojima odgovaraju konstruira-
ne oligonukleotidne sonde. Ovisno o dizajnu mikro-
postroja, metodom aCGH moguce je detektirati aneu-
ploidije, delecije i duplikacije, odnosno promjene
broja kopija (CNV) vece od 50 do 200 kilobaza (kb).
No, ovom metodom ne mogu se utvrditi balansirana
strukturna razmjestanja, povecanje broja ponavljanja
tripleta, mutacije u mitohondrijskoj DNA, epigene-
ticke promjene te mozaicizmi s udjelom abnormalnih
stanica manjim od 10 - 30%.” Prilikom interpretacije
rezultata dijagnosticke dileme odnose se na nalaze va-
rijanti nepoznatog znacenja. Takoder u obzir treba
uzeti mogucnost slucajnih nalaza, npr. CNV-ova pove-
zanih s predispozicijom za onkoloske bolesti koji se
nalaze u otprilike 0,2% analiza'® ili CN'V-ova regija po-
vezanih s neplodnos¢u. Prednost aCGH analize u us-
poredbi s metodama sekvenciranja odnosi se na siroku
dostupnost metode u klini¢kim laboratorijima te znat-
no jednostavniju i brzu interpretaciju rezultata uslijed
detekcije malog broja varijanti koje je potrebno klasifi-
cirati. lako se aCGH smatra metodom izbora u dija-
gnostici NRP-a, uzimajuéi u obzir klini¢ku sliku paci-
jenta, obiteljsku anamnezu te rezultate aCGH-analize
dodatni dijagnosticki testovi preporucuju se u svrhu
utvrdivanja drugih genetickih promjena ili razjasnje-
nja dobivenih nalaza. Klasi¢na citogenetska analiza i/
ili fluorescentna hibridizacija in situ (FISH, engl. fluo-
rescence in situ hybridization) preporucuje se kod paci-
jenata s prisutnim fenotipskim obiljezjima kromo-
somskih sindroma, obiteljskom povijes¢u balansiranih
ili nebalansiranih kromosomskih razmjestanja te obi-
teljskom anamnezom opterecenom visestrukim uza-
stopnim pobacajima. Kod pacijenata s intelektualnim/
globalnim razvojnim zaostajanjem i PSA-om te ured-
nim nalazom aCGH analize, provodi se testiranje
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TABLICA 1. PREDNOSTI I OGRANICENJA RAZLICITIH GENOMSKIH METODA U DIJAGNOSTICI NEURORAZVOJNIH POREMECAJA
TABLE 1. ADVANTAGES AND LIMITATIONS OF GENOMIC TECHNIQUES USED IN NEURODEVELOPMENTAL DISORDERS DIAGNOSTICS

Vrsta dijagnostickog
testa / Diagnostic
technique

Dijagnosticki
doprinos
/ Diagnostic yield

Prednosti / Advantages

Ogranicenja / Limitations

Komparativna 15-20% Detekcija CNV-ova / CNV detection
genomska Relativno jednostavna interpretacija nalaza
hibridizacija na / Fast results interpretation
mikropostroju
(aCGH)
/ Array Comparative
Genomic
Hybridization
Testiranje broja 1-2% Jednostavna, brza i jeftina metoda
ponavljanja CGG / Simple, fast and low-cost method
tripleta FMR1
/ FMR1 CGG Repeat
Analysis
Genski paneli 20% Precizna detekcija SNV i INDEL
/ Gene panels / Precise SNV and INDEL detection
Manja vjerojatnost nalaza VUS
/ Reduced number of potential VUS
Brza i jednostavnija interpretacija nalaza
u usporedbi s metodom WES / Faster and simpler
result interpretation in comparisom to WES
Cjeloeksomsko 25-35% Istovremena, masivna analiza svih kodirajuc¢ih
sekvenciranje (WES) regija/gena / Massively parallel sequencing
/ Whole Exome of coding regions/genes
Sequencing Visoka razlucivost / High resolution
Cjelogenomsko 30-40% Analiza kodirajucih i nekodirajucih/intronskih
Sekvenciranje (WGS) regija / Parallel analysis of coding
/ Whole Genome and non-coding/intronic sequences
Sequencing Detekcija CNV-ova / CNV detection

Precizna analiza balansiranih strukturnih
razmje$tanja / Detailed analysis of balanced
structural rearrangements

- Niska rezolucija / Low resolution

- Nemoguc¢nost detekcije SNV-ova
/ Inability of SNV detection

- Nemoguc¢nost detekcije
balansiranih kromosomskih
razmjestanja / Inability of balanced
chromosomal rearrangements
detection

- Nemogu¢nost detekcije drugih
mutacije u FMR1 ili drugim
genima / Unable to detect other
mutations in FMR1 or other genes

- Ogranicena analiza na ciljne gene
/ Analysis restricted to specific
genes

- Ogranicenje na kodirajuce regije
/ Restriction to coding regions

- Ogranicena analiza CNV-ova
/ Limited analysis of CNV's

- Iznimno kompleksna i dugotrajna
interpretacija rezultata
/ Time consuming and complex
result interpretation

- Visoka cijena / High-priced

CNV - promjene broja kopija / Copy Number Variants; INDEL — male delecije ili duplikacije / insertion/deletion polymorphism; SNV — promjene jednog

nukleotida / Single Nucleotide Variants; VUS — varijanta nepoznatog znacenja / Variant of uncertain significance

broja ponavljanja CGG tripleta FMRI. Pune mutacije
FMRI nalaze se u oko 1% zenskih i oko 2% muskih
pacijenata s intelektualnim/globalnim zaostajanjem',
te u otprilike 0,23-1,2% osoba s poremecajem iz spek-
tra autizma.'”? U pacijenata sa sumnjom na genske po-
remecaje preporuca se cjeloeksomsko ili cjelogenom-
sko sekvenciranje.

Primjenom metode SNP-mikropostroja (engl. single
nucleotide polymorphism array) moguce je utvrditi i
gubitak heterozigotnosti (LOH, engl. loss of hete-
rozygosity), uniparentalnu disomiju (UPD) i triploidi-
ju. Uniparentalna disomija kao posljedica promijenje-
noga genomskog utiska kod odredenih kromosoma
jedan je od uzroka sindroma kao $to su Silver-Russe-
llov sindrom (maj¢inski UPD 7), Prader-Willyjev sin-
drom (maj¢inski UPD 15), Angelmanov sindrom
(o¢inski UPD 15) ili Beckwith-Wiedemannov sindrom
(o¢inski UPD 11). Gubitak heterozigotnosti moze
upucdivati i na konsangvinitet roditelja te izrazavanje
recesivnih svojstava.
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Metode sekvenciranja

Razvojem metoda sekvenciranja novih generacija
ili masivnoga paralelnog sekvenciranja te njihovom
$irom primjenom i nizim cijenama, cjeloeksomsko i
cjelogenomsko sekvenciranje te analiza genskih pane-
la postaju dostupni za dijagnosticko testiranje NRP-a.
Metodom cjeloeksomskog sekvenciranja analiziraju se
protein-kodirajuce regije koje obuhvacaju otprilike 1,5
- 2% citavog genoma, dok je najveci udio genskih bo-
lesti uzrokovan upravo mutacijama u kodirajuc¢im
sekvencama. Promjene u genomu koje se mogu detek-
tirati ovom metodom uklju¢uju jednonukleotidne va-
rijante (SNV) i manje promjene u slijedu nukleotida
veli¢ine do 50 parova baza. Ovom metodom ne mogu
se sa sigurno$¢u utvrditi promjene broja kopija
(CNV).” Kao i kod aCGH analize najve¢i problem u
interpretaciji predstavlja nalaz varijanti koje je potreb-
no klasificirati, no kod WES analize radi se o puno
vec¢em broju detektiranih varijanti. Unato¢ sve potpu-
nijim podatcima dostupnim u bazama podataka, u
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slu¢aju nalaza VUS-a uz analizu uzorka pacijenta pre-
porucuje se i obrada roditelja (,,trio analiza®). Najvaz-
nija prednost metode WES je masivna, paralelna ana-
liza velikog broja gena od interesa s razlu¢ivos¢u od
jednog nukleotida, dok se nedostatci odnose na ogra-
nic¢enje samo na kodirajuce regije i 5'-3” UTR regije
gena te nemogucnost utvrdivanja mozaicizama, epi-
genetickih promjena, mitohondrijskih varijanti i og-
rani¢enu detekciju CNV-ova."* U obzir treba uzeti i
¢injenicu da ovisno o koristenoj platformi moze vari-
rati pokrivenost kodirajucih regija, odnosno da se me-
todom WES ne moraju otkriti sve mutacije u eksomu.

Pored metode WES u dijagnostici NRP-a provodi se
i sekvenciranje odredenog gena te genski paneli s oda-
branim ciljnim genima. U usporedbi s cjeloeksom-
skim sekvenciranjem ciljane analize gena genski paneli
omogucuju bolju pokrivenost i dubinu ¢itanja te pre-
cizniju detekciju INDEL mutacija i analizu duplikaci-
ja/delecija. Analiza ciljanih gena olaksava i ubrzava
analizu uslijed manjeg broja varijanti koje je potrebno
klasificirati te smanjuje moguc¢nost nalaza slu¢ajnih
varijanti nepoznatog znacenja. No, s druge strane ana-
lizom izabranih gena smanjuje se dijagnosticki dopri-
nos testa, prema nekim istrazivanjima i do otprilike
10% u usporedbi s cjeloeksomskim sekvenciranjem.'?

Cjelogenomsko sekvenciranje (WGS) ukljucuje frag-
mentiranje i sekvenciranje cijelog genoma bez pret-
hodnog odabira specifi¢nih sekvenci DNA, analizira-
judi pri tom genetske varijante kodiraju¢ih, ali i intron-
skih i nekodirajucih regija. S obzirom na $iroku pokri-
venost, u usporedbi s WES metodom, WGS ima vecu
osjetljivost te ujednacenu pokrivenost genoma. Cjelo-
genomsko sekvenciranje omogucava i detekciju struk-
turnih varijanti (SV) koje predstavljaju promjene u
genomu vece od 50 parova baza. Takve varijante odno-
se se na promjene koje rezultiraju gubitkom ili dobit-
kom genomskog materijala (delecije, duplikacije), ali i
razmjestanja kod kojih ne dolazi do promjena u ge-
nomskoj masi (npr. inverzije, translokacije).® Za razli-
ku od WES-a, metodom WGS moguca je i detekcija
promjena broja kopija (CNV). Takoder, cjelogenom-
sko sekvenciranje moze se koristiti i za precizno odre-
divanje to¢aka loma kod balansiranih kromosomskih
razmje$tanja. Unato¢ unaprjedenju metode izazov u
analizi jo§ uvijek predstavlja analiza malih SV-ova s
velikim brojem ponavljaju¢ih sekvenci. Danas je do-
stupno i sekvenciranje RNA kojom je omogucena ana-
liza ekspresije gena, dorade RNA te stvaranja fuzijskih
transkripata.'® Glavni nedostatak metode WGS jest
izrazito kompleksna analiza i interpretacija rezultata te
ogranicen broj stru¢njaka s iskustvom analize cijelog
genoma. Unato¢ brojnim novijim studijama koje isti¢u
prednosti WGS-a u dijagnostici NRP-a, kompleksnost
analize i nedovoljno poznavanje genetske osnove neu-
rorazvojnih poremecaja jo§ uvijek predstavljaju pre-
preku u implementaciji cjelogenomskog sekvenciranja
kao prve metode izbora.
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Klasi¢ni i rijetki mikrodelecijski
i mikroduplikacijski sindromi

Analiza promjena broja kopija aCGH metodom po-
kazuje da je velik broj neurorazvojnih gena ovisan o
prisutnosti broja kopija. Razvojem ove tehnike defini-
rali su se klasi¢ni mikrodelecijski i mikroduplikacijski
sindromi, ali isto tako i rijetke promjene broja kopija
koje uklju¢uju gene koji sudjeluju u brojnim slozenim
neurorazvojnim stani¢nim putovima i mehanizmima.
Klasi¢ni mikrodelecijski/ mikroduplikacijski sindromi
u pravilu su posljedica nealelne homologne rekombi-
nacije (NAHR) posredovane prisutnoséu ponavljanja
malog broja kopija u odredenoj regiji (LCR, engl. low
copy repeats) (tablica 2). Ponavljanja malog broja kopi-
ja predstavljaju regije DNA vece od 1 kb unutar geno-
ma koje su zbog medusobne visoke homologije mjesta
mejotskog krivog sparivanja i rekombinacije. Hetero-
zigotne delecije uzrokuju haploinsuficijenciju, odno-
sno nemoguc¢nost odrzavanja normalne funkcije jedne
funkcionalne kopije gena. Mikroduplikacije imaju za
posljedicu povecanu ekspresiju gena unutar regije do-
bitka kopije. Treba uzeti u razmatranje i poziciju regu-
latornih elemenata u odnosu na kodirajucu regiju sa-
moga gena kod procjene klinickog znacaja odnosno
patogenosti varijante broja kopija, osobito ako se radi
o transkripcijskim ¢imbenicima.

Regija 22q11.21 sadrzi LCR-ove oznacene kao
LCR22A do LCR22H koji posreduju u promjenama
broja kopija kroz mehanizam nealelne homologne re-
kombinacije. U pacijenata mogu biti prisutne razlicite
veli¢ine delecija ovisno o tipu rekombinacije. Delecija
proksimalnog dijela regije 22q11.21 s tockama loma
LCR22A-D veli¢ine 3 Mb opisuje se kao 22q11.2 de-
lecijski sindrom (DiGeorge/velokardiofacijalni sin-
drom) i prisutna je u oko 90% pacijenata'’. Haploinsu-
ficijencija TBX1 (MIM#602054), koja kodira trans-
kripcijski faktor i sudjeluje u regulaciji razli¢itih raz-
vojnih procesa, uzrokuje ve¢inu fenotipskih osobitosti:
dismorfiju lica, sré¢anu gresku, hipoplaziju timusa, ve-
lofaringealnu insuficijenciju s rascjepom nepca te ano-
malije paratireoidne zlijezde s hipokalcemijom.TBX1
se nalazi u regiji omedenoj LCRA-B. 22q11.2 duplika-
cijski sindrom (MIM#608363) obuhvaca u pravilu re-
giju od 1,5 - 3 Mb i najcesce je uzrokovan nealelnom
rekombinacijom izmedu LCRA i D.

Prisutnost vise podru¢ja LCR-ova u regiji 16p11.2
pridonosi ucestalijoj pojavi varijanti. Mikrodelecija
16p11.2 (MIM#611913) se nalazi u jednog od 100 pa-
cijenata s autizmom. Klinic¢ka slika je sli¢na kod paci-
jenata s gubitkom ili dobitkom jedne kopije unutar
regije 16p11.2 i ukljuc¢uje neurorazvojna odstupanja,
poremecaje iz spektra autizma te poremecaj razvoja
govora.'® Analiza na mikrocipu predstavlja metodu iz-
bora za diferenciranje tipa promjene broja kopija. Kao
i mikrodelecija, i duplikacija regije 16p11.2 moze biti
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TABLICA 2. MIKRODELECIJSKI / MIKRODUPLIKACIJSKI SINDROMI UZROKOVANI NEALELNOM HOMOLOGNOM REKOMBINACIJOM

POSREDOVANOM LCR-OVIMA

TABLE 2. MICRODELETION / MICRODUPLICATION SYNDROMS CAUSED BY NON-ALLELIC HOMOLOGOUS RECOMBINATION MEDIATED BY LCRs

Kromosomska regija
/ Chromosomal
region

Mikrodelecija /

Microdeletion

Mikroduplikacija
/ Microduplication

Veli¢ina (Mb)

/ Size (Mb) Tip LCR-a / Type of LCR

7q11.23 Williams-Beuren Duplikacijski sindrom | 1,5-1,8 Mb LCR-C Mid, LCR-B Mid regija uklju¢uje ELN
(WB) sindrom WB regije / LCR-C Mid, LCR-B Mid region includes
/ WB syndrome / Duplication of WB ELN
(MIM#194050) region (MIM#609757)

16pll.2 Mikrodelecija 16p11.2 | Mikroduplikacija (220 kb, 593 kb) | Distalna BP2-BP3 delecija uklju¢uje SH2B1
/ Microdeletion 16p11.2 / Distal BP2-BP3 deletion includes SH2B1
16pll1.2 / Microduplication Proksimalna delecija/duplikacija, BP4-BP5
(MIM#61344, 16p11.2 uklju¢uje TBX6
MIM#611913) (MIM#614671) / Proximal deletion/duplication, BP4-BP5

includesTBX6

17p11.2 Smith-Magenisov Potocki-Lupski 3,7 Mb ukljucuje RAII /includes RAII
sindrom / Smith sindrom / Potocki
Magenis syndrome Lupski syndrome
(MIM#182290) (MIM#610883)

22ql11.2 22q11.2 delecijski 22q11.2 duplikacijski | 1,5-3 Mb LCRA-H

sindrom / 22q11.2
deletion syndrome

(MIM#611867) (MIM#608363)

sindrom / 22q11.2
duplication syndrome

Cat eye sindrom tetrasomija inv dup(22)
(pter-q11.2) uklju¢uje CECR2 / Cat eye
syndrome: tetrasomija, inv dup(22)
(pter-q11.2) includes CECR2

Del/dup DGS/VCES regije (proksimalna,
A-B) ukljuc¢uje TBX1 / Del/dup DGS/VCEFS
region (proximal, A-B) includes TBX1
Del/dup DGS/VCES regije (proksimalna,
A-D) ukljucuje TBX1 / Del/dup DGS/VCEFS
region (proximal, A-D) includes TBX1

LCR - ponavljanja malog broja kopija / low copy repeats; ELN — elastin; SH2B1 — SH2B adaptor protein 1; TBX6 — T-Box Transcription Factor 6; RAIT - retinoic
acid-induced gene 1; CECR2 — CECR2 histone acetyl-lysine reader; TBX1 - T-Box Transcription Factor 1; DGS/VCFS — DiGeorgeov sindrom/velokardiofaci-
jalni sindrom / DiGeorge syndrome (DGS) and velocardiofacial syndrome (VCFS)

proksimalnog ili distalnog tipa te moze nastati de novo
ili se moze naslijediti od roditelja, pri ¢emu pokazuje
nepotpunu penetraciju i varijabilnu ekspresiju.

Mikrodelecije/mikroduplikacije regija 1q21,1 uklju-
¢uju razvojno zaostajanje i udruzene kongenitalne
anomalije, a regije 17q21.31 razvojno zaostajanje, mi-
$i¢nu hipotoniju i specifi¢ne fenotipske osobitosti.

Varijacije broja kopija ve¢im su dijelom uzrokovane
slu¢ajnim to¢kama loma i klini¢ka slika pacijenata
ovisi o veli¢ini segmenta i broju uklju¢enih morbidnih
gena. Procjena klinickog znacaja daje se na osnovi
broja i tipa genetskog poremecaja koji geni unutar re-
gije uzrokuju. Genske mutacije mogu kao posljedicu
imati haploinsuficijenciju ili dominantan negativan
ucinak, $to se procjenjuje ovisno o fenotipu pacijenta.
Dijagnosticka osjetljivost mikroc¢ipova iznosi od 12%
do 20% kod pacijenata s neurorazvojnim bolestima i
ne ovisi o tipu i rezoluciji platforme."

Molekularni mehanizmi
kod neurorazvojnih bolesti

Najveci broj patogenih mutacija nalazi se u protein-
kodirajucoj regiji mijenjajuci strukturu proteina. Na-
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stajanje strukturno abnormalnog proteina moze voditi
potpunom gubitku funkcije ili drugim molekularnim
mehanizmima kao $to su dominantno-negativni uci-
nak i dobitak funkcije proteina. Mutacije kod auto-
somno recesivnih bolesti u pravilu su vezane uz haplo-
insuficijenciju, dok kod autosomno dominantnih
mogu biti prisutni alternativni mehanizmi negativno
dominantnog uc¢inka mutacije i dobitka funkcije pro-
teina.”

Dominantan negativan uc¢inak mutacije vodi nasta-
janju mutiranog polipeptida, koji interferira s aktiv-
no$¢u i funkcijom normalnog proteina. Primjer su
dimerni proteini gdje mutacija rusi funkcionalnu do-
menu, ali ostavlja domenu za dimerizaciju te nastaje
hibridni dimer koji sadrzi i podjedinicu divljeg i muti-
ranog tipa koji nema funkcionalnu domenu.* Pozicija
mutacije moze nam pokazati da se radi o dominantno
negativnom ucinku, posebice ako se nalazi u funkcio-
nalnim domenama. Poveéanu ekspresiju gena u pravi-
lu uzrokuju duplikacija gena ili poremecaji regulator-
ne regije i abnormalna transkripcijska regulacija, to
moze voditi dominantnom tipu dobitka funkcije muti-
ranog proteina.”
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Nekodiraju¢a DNA
i neurorazvojni poremecaji

Danas se zna da nekodiraju¢a DNA ima vrlo vaznu
ulogu u organizaciji i stabilizaciji genoma te regulaciji
ekspresije kodiraju¢e DNA. Ljudski genom predstavlja
visoko organiziranu trodimenzionalnu strukturu sa-
stavljenu od kromatinskih vlakana koja su organizirana
u nukleosome, A/B ¢vorove, kromosomske domene i
konstitucijske topoloske domene. Trodimenzionalna
struktura genoma razlikuje se izmedu stani¢nih linija, a
smatra se da vrlo vaznu ulogu u samoj organizaciji
imaju i nekodirajuce regulacijske DNA regije. Opcenito
nekodirajuce regulacijske DNA regije dijelimo u cis i
trans regulatorne elemente. Cis regulatorni elementi,
koje ¢ine promotori, pojacivaci, utisivaci i inzulatori
jesu nekodiraju¢e DNA regije koje reguliraju transkrip-
ciju susjednih gena. U trans regulatorne elemente spa-
daju transkripcijski faktori i nekodiraju¢e RNA mole-
kule koje utje¢u na transkripciju brojnih gena koji se
mogu nalaziti na vise razli¢itih - lokacijski nepovezanih
genomskih regija. Inzulatori su klju¢ni za organizaciju
kromatina u konstitucijske topoloske domene. Na inzu-
latore se vezu CTCF transkripcijski faktori i formiraju
takozvane ,,granice“ izmedu topoloskih domena. Topo-
loske domene obi¢no su veli¢ine <1 Mb i predstavljaju
genomske regije u kojima sekvence koja se nalaze unu-
tar iste domene imaju visi afinitet za medusobnu inter-
akciju, nego s elementima drugih topoloskih domena.
Unutar takve topoloske domene formiraju se i manje
kromatinske omce koje omogucuju interakciju izmedu
specifi¢nih pojacivaca i promotora te na taj na¢in regu-
liraju ekspresiju gena. Promotori se nalaze oko mjesta
pocetka transkripcije gena i klju¢ni su za pokretanje
transkripcije. Pojacivaci su pozitivni regulatori tran-
skripcije, ¢iji polozaj u odnosu na mjesto pocetka tran-
skripcije gena moze varirati od mnogo kilobaza uzvod-
no ili nizvodno, a mogu ¢ak biti smjesteni u intronima
gena koje reguliraju ili nekih drugih gena. Stovise, osim
$to djeluju na nacin neovisan o polozaju, pojacivaci
mogu regulirati transkripciju bez obzira na njihovu ori-
jentaciju. Konac¢no, jedan pojaciva¢ moze regulirati vise
gena, a istovremeno svaki gen moze biti reguliran s vise
pojacivaca. Precizna regulacija ekspresije gena podrazu-
mijeva transkripciju odgovarajuceg gena u odgovaraju-
¢e vrijeme i mjesto. Kada je ta spacio-temporalna regu-
lacija poremecena, to moze utjecati na gensku ekspresi-
ju te dovesti do razvoja genetskih poremecaja.

U nekoliko sljedec¢ih primjera bit ¢e prikazani sluca-
jevi neurorazvojnih poremecaja kod kojih je ustanov-
ljena prisutnost genomskih razmjestanja u nekodira-
ju¢im DNA regijama.

Genomska razmjestanja u nekodirajucim
RNA molekulama

Nekodiraju¢e RNA utje¢u na regulaciju ekspresije
mnogih gena te je sve vise opisanih slucajeva neuro-
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razvojnih poremecaja povezano upravo sa struktural-
nim varijantama u nekodiraju¢im RNA molekulama.
Mikrodelecije PTCHI-AS, gena za dugu nekodiraju¢u
RNA, povezane su s razvojem autizma kod muskih pa-
cijenata.” Stamou i suradnici** su opisali pacijenta s
Kallmanovim sindromom i balansiranom translokaci-
jom t(7;12)(q22;q24) uslijed koje je doslo do gubitka
funkcije nekodiraju¢e RNA RMST. RMST je odgovor-
na za regulaciju ekspresije gena (SOX2, PAX3, CHD?,
TUBB3,MKRN3) vaznih za razvoj gonadotropin-oslo-
badajucih sekrecijskih neurona. Disrupcija nekodira-
jucih RNA unutar utisnutih genomskih regija takoder
je povezana s neurorazvojnim poremecajima. Primje-
rice, mikrodelecije diferencijalno metiliranih regija
majcinog podrijetla koje se nalaze uzvodno od MEG3
gena za nekodiraju¢u RNA uzrokuju gubitak funkcije i
razvoj fenotipa slicnom paternalnoj uniparentalnoj
disomiji 14 kromosoma.?

Genomska razmjestanja
u cis regulatornim elementima

Jedan od najboljih primjera jest ekspanzija CGG tri-
pleta u 5’UTR regiji FMR1 gena koja uzrokuje hiper-
metilaciju promotora i utisavanje ekspresije FMR1, $to
je glavni mehanizam razvoja fragilnog X sindroma.?
Ekspanzija GGC tripleta u promotoru XYTLI gena
kod pacijenata s Baratela-Scottovim sindromom uzro-
kuje hipermetilaciju prvog eksona i smanjenu ekspre-
siju XYTL1.* Delecija u promotorskoj regiji GPR56
koja onemogucuje vezanje transkripcijskog faktora
RFX povezuje se s giralnim malformacijama u speci-
ficnim regijama korteksa te pojavom fenotipa koji uk-
ljucuje intelektualno zaostajanje, zaostajanje u govoru
i napadaje.” Holoprozencefalija je uglavnom uzroko-
vana mutacijama u kodiraju¢im regijama SHH gena.
Jeon i suradnici® su opisali pacijenta s holoprozence-
falijom i toc¢kastom mutacijom u SBE2 pojadivacu.
Funkcionalnim studijama je utvrdeno da ova mutacija
uzrokuje promjene u konformaciji koje onemogucuju
vezanje transkripcijskog faktora SIX3 te posljedi¢no
smanjenu ekspresiju SHH. Medutim utvrdeno je da
translokacije uzvodno od SHH koje uzrokuju gubitak
interakcije izmedu SHH promotora i pojacivaca
(SBE6, SBE4, SBE3, SBE2) uzrokuju isti fenotip.*
Stoga ¢ak i nekodirajuce regije koje ne uklju¢uju nuzno
same cis-elemente, nego predstavljaju intergenski pro-
stor izmedu njih, mogu utjecati na konformaciju ge-
noma, a njihova strukturna razmjestanja mogu utje-
cati na regulacijsku vezu izmedu promotora i pojaci-
vaca ili ¢ak mogu u potpunosti unistiti granice izmedu
susjednih topoloskih domena.

Kromosomska razmjestanja
u topoloskim domenama

Struktura i organizacija ljudskog genoma u konfor-
macijske topoloske domene postala je vrlo dobro po-
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znata s napredovanjem i pojavom novih tehnologija
koje daju informacije na osnovi masivnog paralelnog
sekvenciranja bliskih genomskih regija (Hi-C kromo-
somsko mapiranje). Stoga je postalo neupitno da
strukturalne varijante koje remete njihovu organizaci-
ju mogu biti u pozadini brojnih genskih, ali i neuro-
razvojnih poremecaja. FOXGI transkripcijski faktor
povezan je s razvojem kongenitalnog oblika Rettovog
sindroma. Gen za FOXG1 nalazi se u velikoj topolos-
koj domeni sloZene strukture koja sadrzi mnogobroj-
ne interakcijske ¢vorove. Opisano je vise pacijenata s
fenotipom nalik Rettovom sindromu kod kojih su pro-
nadene translokacije i delecije regulatornih struktura
koje se nalaze distalno od FOXG1, a pretpostavlja se da
ove strukturne promjene uzrokuju deleciju/transloka-
ciju pojacivaca ili pak disrupciju granica izmedu topo-
loskih domena.*"** Jedan klinicki primjer strukturalne
varijante koja mijenja 3D genomsku konformaciju
pronaden je i kod pacijenta s adultnim oblikom demi-
jelinizacijske leukodistrofije. Giorgio i suradnici® su
pokazali da delecija granica izmedu topoloskih dome-
na kod LMNBI lokusa uzrokuje formiranje nove topo-
loske domene i dovodi do interakcije pojacivaca s
genom koji inace ne stupaju u interakciju. Translokaci-
je i mikrodelecije uzvodno od SOX9 pronadene su kod
pacijenata s Robinovom sekvencom, dok su duplika-
cije koje obuhvacaju granice izmedu topoloskih dome-
na ustanovljene kod pacijenata s Cooksovim sindro-
mom'34,35

Zakljucak

Danas je poznat velik broj neurorazvojnih gena u
genomskim bazama podataka s detaljnim opisom va-
rijanti od interesa koji omogucuje razumijevanje me-
hanizama razvoja bolesti i uspostavljanje dijagnoze.
Klinicki znacaj strukturalnih varijanti poput varijanti
broja kopija (mikrodelecije i mikroduplikacije) i ve¢ih
strukturnih genomskih promjena koje se detektiraju
aCGH metodom jest neosporan. Za razliku od vari-
janti broja kopija, jednonukleotidne varijante i male
delecije/duplikacije u genima mogu se detektirati
samo cjeloeksomskim sekvenciranjem. Jednonukleo-
tidne varijante kao i strukturalne varijante u nekodira-
ju¢im regulacijskim DNA regijama mogu biti klju¢ne
za poremecaj regulacije ekspresije gena i pojavu raznih
neurorazvojnih poremecaja. Analiziraju¢i samo ko-
diraju¢e elemente ljudskog genoma mnogi slucajevi
neurogenetskih poremecaja ostat ¢e neotkriveni. WES
analizom pokrivaju se samo kodirajuce regije genoma,
koje obuhvacaju 1 - 2% ljudskog genoma. Preostalih
98% nazivaju se nekodiraju¢im DNA regijama koje su
donedavno smatrane suvisnim i nefunkcionalnim di-
jelovima genoma koji ne podlijezu nikakvom selekcij-
skom pritisku. Cjelogenomsko sekvenciranje omogu-
¢uje i detekciju varijanti u nekodiraju¢im regijama i
precizno odredivanje tocaka loma kod naoko balansi-
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ranih strukturnih kromosomskih razmjestanja. Nova
znanstvena istrazivanja pokazuju da strukturalne pro-
mjene u nekodiraju¢em dijelu genoma mogu utjecati
na broj kopija i poziciju regulatornih elemenata ili pak
poremetiti organizaciju kromatinskih struktura, uk-
ljucujuéi konstitucijske topoloske domene i njihove
medusobne granice. Razvojem podrucja neurogeno-
mike i neurotranskriptomike omogucit ¢e se otkriva-
nje novih gena i varijanti, odnosno mehanizama odgo-
vornih za nastajanje razlicitih tipova neurorazvojnih
poremecaja.
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