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1. Uvod

1.1. Definicija mentalnog zaostajanja

Mentalno zaostajanje (MZ) definirano je kao invalidnost koju odreduju znacajna
ograni¢enja u intelektualnom funkcioniranju 1 adaptivhom ponaSanju koje obuhvaca
svakodnevne socijalne 1 prakti¢ne vjestine, a zapocelo je prije 18. godine Zivota. Intelektualno
funkcioniranje, koje se naziva i inteligencija, odnosi se na op¢e mentalne sposobnosti poput
ucenja, razmisljanja, rjeSavanja problema i sli¢no. Prilagodljivo ponaSanje predstavlja skup
konceptualnih (jezik i pismenost), socijalnih (meduljudske vjestine, drustvena odgovornost) i
prakti¢nih vjeStina (aktivnosti svakodnevnog zivota i osobne njege, profesionalne vjestine,
zdravstvena zastita) koje ljudi nauce i1 izvode u svakodnevnom zivotu (1). Suvremena se
psihijatrija u klasifikaciji mentalnog zaostajanja uglavnom koristi Medunarodnom
Klasifikacijom bolesti i srodnih zdravstvenih problema (MKB-10) (2) te Dijagnostickim i
statistickim priru¢nikom za duSevne poremecaje (DSM-1V) (3). Prema DSM-IV, mentalno
zaostajanje oznacava znacajno ispodprosjecno intelektualno funkcioniranje pra¢eno znacajnim
ograni¢enjem adaptivnog funkcioniranja s pocetkom prije 18. godine Zivota. Za primjenjivost

definicije vazne su sljedece Cetiri pretpostavke:

1. ispravna procjena — koja mora uzeti u obzir kulturne i lingvisti¢ke razliitosti te razlike u
komunikaciji i ponaSanju;
2. postojanje ograni¢enja u adaptivnim vjestinama — koje se javlja unutar konteksta okruzenja i

karakteristi¢no je za dobnu skupinu osobe;

3. specifi¢na adaptivna ogranienja — koja Cesto postoje usporedno s uspjeSnoSéu u drugim

adaptivnim vjeStinama i1 sposobnostima;

4. potpora — koja, ako je prisutna, znac¢ajno poboljSava funkcioniranje pojedinca s mentalnim

zaostajanjem (3).

MKB-10 definira MZ kao stanje zaostalog ili nepotpunog razvoja uma, posebno
obiljeZzeno oSte¢enjem sposobnosti koje se ocituju za vrijeme razvoja, sposobnosti koje
pridonose cjelokupnu stupnju razvoja inteligencije, primjerice misljenje, govor, motorika, te
sposobnosti ostvarivanja drustvenog kontakta. Intelektualne sposobnosti i socijalna prilagodba
mijenjaju se tijekom djetetova razvoja. Razvoj moZe imati neprekidan tijek, a mogu se
evidentirati 1 stupnjevite promjene. Termin razvojno zaostajanje obicno se rabi u kontekstu

dobi malog djeteta (pet godina) jer u tom se razdoblju inteligencija ne moze formalno ispitati
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pa se sa sigurnoS¢u ne moze postaviti dijagnoza MZ-a (2). Zaostajanje u razvoju nije vezano
samo za razdoblje malog djeteta i termin se ne koristi samo u toj dobi. Pocetak je najc¢es¢e u
dobi malog djeteta, ali zaostajanje u razvoju se kao termin koristi u svim razvojnim dobima.
Razvojne encefalopatije u nacelu obiljezava rana manifestacija, ali isto tako se pocetak
razvojnog zaostajanja dakle zaostajanja u kognitivnim, ali i motorickom i psihickom moze
ocitovati i poslije te dobi — to su razvojne encefalopatije s kasnim po¢etkom. Geneticki uzroci
su npr. mutacije gena SCN2A, KCNQ2 i STXBP1 (4). Termin razvojna encefalopatija ukljucuje
zaostajanje u razvoju ili oSte¢enje kognitivnih funkcija (intelektualno zaostajanje) i oCituje se
kao staticko neprogresivno zaostajanje, iako stupanj intelektualnog poremecaja moze postati
uoCljiv kasnije u dobi djeteta, adolescenta ili odrasle osobe. Geneti¢ki uzroci razvojnih

poremecaja imaju znacajan rizik za epilepsije (5).

Test kvocijenta inteligencije (prema engl. intelligence quotient, 1Q) glavni je alat za
mjerenje intelektualnog funkcioniranja, a to je mentalna sposobnost za ucenje, rasudivanje,
rjeSavanje problema i dr. (1). Dobiva se primjenom jednog ili viSe standardiziranih
individualno primijenjenih testova inteligencije, npr. Revidirane Wechslerove ljestvice
inteligencije za djecu (prema engl. Wechsler Intelligence Scale for Children-Revised),
Stanford-Binetova testa, Kaufmanove baterije za procjenu inteligencije i dr. Rezultat testa
ispod ili oko 70 ili najvise 75 upucuje na ograni¢enje u intelektualnom funkcioniranju. Prema
DSM-1V, MZ se dijeli na sljedeée subkategorije prema IQ testu: blago (IQ 50 — 55 do 70),
umjereno (IQ 35 — 49 do 50 — 55), tesko (IQ 25 — 20 do 35 — 40), duboko (1Q ispod 20) (3).
Prema MKB-10, MZ se dijeli na: lako (1Q 50 — 69), umjereno (1Q 35 — 49), tesko (IQ 20 — 34) i
duboko (IQ ispod 20) (2). Izmedu kriterija MKB-10 i DSM-IV postoji razlika u
determiniranosti dobi, kada je rije¢ o MZ-u, koju DSM-IV definira prije osamnaeste godine,
dok MKB-10 tu dob ne definira. Razlike su i u definiranju subkategorija MZ-a. MKB-10
navodi samo jednu vrijednost 1Q-a, a DSM-IV definira raspon s razlikom od 5, primjerice 50 —
55 prema DSM-1V, a 50 prema MKB-10. Kao razlog uporabe tog raspona navodi se mogucnost
pogreske unutar raspona. Pri procjeni treba uz klinicku sliku voditi racuna 1 o ukupnom dojmu
u snalazenju i komunikaciji koju mentalno zaostala osoba u odredenom trenutku prezentira.
Ako se utvrdi nerazmjer izmedu brojcane vrijednosti 1Q-a i ukupnog klinickog dojma,
opredjeljuje se za blazi stupanj MZ-a, posebice u sluc¢aju mlade osobe. U klinickoj su slici
dosta Ceste razlike izmedu pojedinih subkategorija MZ-a $to upucuje na ¢injenicu da su ostali

klini¢ki simptomi dobrim dijelom determinirani kvocijentom inteligencije osobe. Vazno je od



MZ-a zaostajanja razlikovati neke druge psihicke probleme ili pedagoSke smetnje koje bitno

utjecu na daljnji djetetov razvoj (2, 3).
1.2. Epidemiologija mentalnog zaostajanja

Poznato je da je MZ heterogene etiologije. Prevalencija MZ-a znacajno varira zbog
razli¢itih kriterija i metoda primijenjenih u dijagnozi. Na prevalenciju mogu utjecati socijalni,
ekonomski, kulturni, rasni, etnic¢ki i drugi ¢imbenici, uklju¢ujuéi dob i spol. Taj je problem
prisutan u 2 — 3 % djecje populacije, posebice zato §to 5 — 10 % djece ima ostecenje motorike,
izolirano kasnjenje govora i jezika, teSki primaran senzoricki deficit. Mentalno je zaostajanje
ucestalije u zemljama niZzeg socioekonomskog statusa zbog povecane ucestalosti anoksije,
porodajnih trauma i infekcija mozga novorodenceta (6, 7, 8). Smatra se da je prevalencija MZ-a
u razvijenim zemljama 1 — 3 % (9). U studiji koju su proveli Sharma i suradnici (10)
prevalencija MZ-a iznosi 1,71 % medu djecom u sjevernoj Indiji, a sli¢an je udio zapazen i u
ostalim studijama (11, 12). Demografske analize vrlo su vazne u procjeni prevalencije
mentalnog zaostajanja: godine, spol, socioekonomsko stanje, gradska ili seoska sredina i dr.
(13). Islam i suradnici (14) u svojem su radu u kojem su istrazili sociodemografske ¢imbenike
rizika za MZ pokazali da se izolirano MZ rijetko javlja kod djece s vis§im socioekonomskim
statusom, osim ako dijete nije pretrpjelo odredeno ostecenje, te da je izolirano mentalno
zaostajanje povezano sa socioekonomskim stanjem obitelji. Ako se usporede ruralna i urbana
podrucja, veca je ucestalost MZ-a u ruralnom podruc¢ju u odnosu na urbano (15). Kada je rije¢ o
spolu, veca je zastupljenost MZ-a medu muskom djecom (16, 17) $to se moZe pripisati veéim
brojem X-MZ-a. Mentalna je zaostalost zastupljena medu djecom u starijoj dobnoj skupini u
odnosu na mlade dobne skupine (10, 19), a razlog takvom trendu mogao bi se pripisati
potesko¢ama u dijagnostici MZ-a u ranoj dobi. Prevalencija blagog MZ-a ¢e$¢e ovisi o
vanjskim okolisnim c¢imbenicima (razina obrazovanja roditelja, pristup obrazovanju,
moguénost i pristup zdravstvenoj skrbi), dok je prevalencija teSkog MZ-a relativno stabilna
(20).

1.3. Etiologija mentalnog zaostajanja

Etiologija MZ-a ima heterogene okolinske i geneticke uzroke. Prenatalni su ¢imbenici:
okolisni ¢imbenici (infekcija majke u trudno¢i — rubeola, sifilis, toksoplazmoza,
citomegalovirus i HIV infekcija; bolesti majke (dijabetes, hipertenzija, hipotireoza); teratogeni
¢imbenici — upotreba lijekova kao $to su antiepileptici (fenitoin, valproati), varfarin natrij,
talidomid, retinoidi, tetraciklini, metotreksat; alkohol, zraCenje; numericke kromosomske
aberacije, primjerice trisomija 21, kripticne kromosomske aberacije — delecije ili duplikacije te
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genske mutacije; metabolicki uzroci kao Sto su fenilketonurija, hipotireoza, galaktozemija,
glikogenoze, mitohondrijske bolesti (Leigh encefalopatija, MEGDEL sindrom), peroksisomne
bolesti. Perinatalni su ¢imbenici prijevremeni porod, niska porodajna tezina i asfiksija.
Postnatalni su ¢imbenici: sepsa, meningitis, encefalitis (obi¢no uzrokovan HSV 1/2) 1 razliciti
vise¢imbenicni uzroci (siromastvo i kulturni ¢imbenici) (21, 22). Smatra se da su geneticki
uzroci MZ-a zastupljeni u udjelu oko 25 — 50 % (23). Procjenjuje se da su geneticki uzroci
zastupljeni u umjerenom i teSkom MZ-u (1Q <50) u 0,3 - 0,5 % (1Q <50), u 1 - 3 % u lakom
MZ-u (1Q u rasponu od 50 do 70) i u 25 — 50 % u dubokom MZ-u (24). Vaznost genetic¢kih
¢imbenika u nastanku MZ-a vidljiva je iz Cinjenice da su gotovo sve kromosomske aberacije
pracene razvojnim zaostajanjem. McKusickov katalog mendelski nasljednih bolesti (prema
engl. Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM) citira vise od 2000 monogenskih

poremecaja pracenih MZ-om (25).
1.4. Evaluacija geneti¢kih uzroka mentalnog zaostajanja

Vise studija je nastojalo utvrditi u kojem dijelu osoba s MZ-om mozZemo otkriti
kromosomski poremecaj primjenom metoda standardne kariotipizacije. Rezultati su razliciti, u
rasponu od 4 — 34 % (26, 27). Tome su razlog veli¢ina uzorka, razli¢it odabir bolesnika, kao i
razlike u primjeni citogenetickih tehnika. Citogeneticke aberacije su najvazniji uzrok MZ-a koji
je dostupan dijagnozi (27). Najcesce je rije¢ o Downovom sindromu (DS), koji ima oko 9 %
svih osoba s MZ-om, a rjede o drugim numeri¢kim ili strukturnim kromosomskim
poremecajima koje nalazimo u oko 3 — 4 % slucaja (28). Stoga je kod svake osobe s MZ-om
¢ak 1 u odsutnosti jasne dismorfije standardni postupak kariotipizacija na razini rezolucije od
najmanje 550 pruga (29). Fluorescentnain situ hibridizacija (FISH) je ve¢ niz godina prva
metoda u dijagnostici poznatih mikrodelecijskih sindroma. Mikrodelecijski sindromi najce$¢i
su uzrok MZ-a nakon strukturnih kromosomskih poremeéaja vidljivih standardnom
kariotipizacijom, pa ih nalazimo u 1,3 — 4,7 % osoba s MZ-om, ovisno o tome tko je postavio
indikaciju za ispitivanje, jer je za to¢nu dijagnozu potrebno klinicko iskustvo u prepoznavanju
klinicke slike. Pretpostavlja se da je ukupan udio poznatih mikrodelecijskih sindroma u skupini
bolesnika s MZ-om 5,3 % (28). Danas je u uporabi ve¢i broj metoda probira cijelog genoma, a
cilj je postici §to bolje razlu€ivanje uz Sto manje tehnickih potesko¢a. Komparativna genomska
hibridizacija (prema engl. Comparative Genome Hybridization, CGH) koristi hibridizaciju na
metafazne kromosome na pokrovnom stakalcu kako bi se pregledao cijeli genom u jednom
postupku s rezolucijom > 5 — 10 milijuna parova baza (Mb) (30). Rabi se kao metoda probira

cijelog genoma, premda njena mo¢ razlucivanja nije bitno bolja od kariotipizacije visoke



rezolucije. Najnovije metode analize submikroskopskih poremecaja zamijenile su metafazne
kromosome komadi¢ima deoksiribonukleinske kiseline (DNA) na silikonskim ili staklenim
matricama — komparativna genomska hibridizacija na mikropostroju (prema engl. Array
Comparative Genomic Hybridizationarray, aCGH). Metodu primjenjujemo u ispitivanju naoko
balansiranih kromosomskih aberacija s klinickim manifestacijama te u ispitivanju osoba
normalnog kariotipa kod kojih nalazimo MZ, dismorfi¢ne crte, i/ili kongenitalne malformacije
(31). Rutinsko ispitivanje neselekcioniranih osoba s MZ-om urednog kariotipa otkrit ¢e ovom
metodom oko 12 % abnormalnosti kromosoma, pretezno delecija, smjestenih u intersticiju (32).
aCGH je dobra metoda za rutinsku analizu osoba s MZ-om, no nedostatak joj je $to ne otkriva
balansirane translokacije, kripticne mozai¢ne oblike, kao niti dio mikrodelecijskih sindroma
kod kojih su delecije ispod razine rezolucije ove tehnike. S obzirom da metoda aCGH detektira
intragenske delecije i atipi¢ne delecije kod mikrodelecijskih sindroma, kada je klini¢ki fenotip
nespecifican i neupadan, bolje je rabiti aCGH kao metodu probira kojim ¢e se otkriti
necekivana mikrodelecija. Kromosomski poremecaji otkrivaju se u oko 29 % osoba s MZ-om.
Od toga je oko polovice vidljivo standardnim citogenetickim metodama ako se primjenjuju
metode pruganja visoke rezolucije, dok je druga polovica vidljiva na molekularnoj razini. Stoga

je danas aCGH metoda izbora u dijagnostici MZ-a.

2. Geneticki uzroci mentalnog zaostajanja
2.1. Numericke kromosmske aberacije

Temelji humane citogenetike postavljeni su 1956. godine kada se utvrdilo da diploidna
stanica ¢ovjeka ima 46 kromosoma, a 1959. godine otkrivene su prve kromosomske aberacije u
podlozi poznatih klinickih sindroma te je definirano da je DS posljedica trisomije kromosoma
21 (33). Primjena tehnika pruganja kromosoma i napredak u podruéju kulture stanica 70-ih
godina omoguc¢ili su analizu 1 karakterizaciju numerickih promjena te mikroskopski vidljivih
strukturnih kromosomskih aberacija. Strukturne kromosomske aberacije nastaju kao posljedica
promjene u strukturi kromosoma, a mogu nastati de novo ili biti naslijedene od jednog od
roditelja koji je ,,miran* nositelj kromosomskog poremecaja. Promjena u strukturi kromosoma
moze biti balansirana i nebalansirana, ovisno 0 tome ima li za posljedicu promjenu u broju
kopija DNA. Balansirane strukturne aberacije (inverzne i recipro¢ne translokacije) ne uzrokuju
promjene u broju kopija DNA, a nebalansirane strukturne aberacije (delecije, nebalansirane
translokacije, duplikacije, marker kromosomi) za posljedicu uvijek imaju promjenu u broju
kopija DNA unutar genoma. Aneuploidije (promjene u broju jednog ili vise kromosoma)
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predstavljaju oko 10 % uzroka MZ-a koji se mogu otkriti uobifajenim citogeneti¢kim
metodama kao $to je GTG-pruganje (Giemsa) (slika 2.1. i 2.2.) (34). Ta metoda ima moc¢
razlu¢ivanja 5 — 10 milijuna Mb pa poremecaji manji od 5 Mb ostaju neotkriveni. Tehnike
kariotipizacije s visokom moc¢i razlu¢ivanja 3 - 5 Mb koje analiziraju kariotip na razini 550 —
1000 pruga otkrivaju dodatno jo$ 3 - 4 % kromosomskih abnormalnosti (35, 36). U vecini
slu¢ajeva rijec je o autosomnim aneuploidijama kao $to je trisomija 21 — DS s prevalencijom 1 :
700 (37). Ostale rijetke aneuploidije ukljuCuju trisomiju 13 — Patauov sindrom (PS) s
prevalencijom izmedu 1 : 5000 i 1 : 29000 zivorodenih (38), trisomiju 18 — Edwardsov sindrom
(ES) s prevalencijom od 1 : 3600 i 1 : 8500 (39), a obi¢no su smrtonosne u prvim mjesecima
zivota. Toj skupini pripadaju i spolne aneuploidije poput Klinefelterova sindroma (47,XXY) s
prevalencijom 1 : 500 do 1 : 1000 novorodene muske djece (40), Turnerov sindrom s
prevalencijom 1 : 2000 do 1 : 2500 novorodene zenske (41, 42) koji mogu biti intelektualno
normalni, za razliku od trostrukog X sindroma s prevalencijom 1 : 1000 (43) koji mogu

pokazivati stupanj intelektualnog oStec¢enja od grani¢nog do umjerenog.
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Slika 2.1. Primjer normalnog muskog kariograma ucinjenog GTG-pruganjem. lzvor: arhiva Laboratorija za medicinsku

genetiku pri Medicinskom fakultetu Osijek.



Slika 2.2. Primjer pruganja kromosoma tehnikom CTG-a. Izvor: arhiva Laboratorija za medicinsku genetiku pri Medicinskom
fakultetu Osijek.

2.2. Mikrodelecijski sindromi

Strukturne kromosomske aberacije mogu dovesti do Sirokog spektra ozbiljnih klini¢kih
manifestacija, ukljuéuju¢i MZ i urodene malformacije. Velik broj klini¢kih fenotipova
uzrokovan je kripti¢nim kromosomskim aberacijama koje su veli¢inom manje od 3 Mb te ih je
nemoguce pouzdano identificirati metodom GTG-pruganja. Strukturne kromosomske aberacije
veli¢inom manje od 5 Mb, a posebno one >3 Mb predstavljaju submikroskopske aberacije;
mikrodelecije i mikroduplikacije (44). Pretpostavlja se da je ukupan udio poznatih strukturnih
aberacija u skupini bolesnika s MZ-om oko 5,3 % (45). Mikrodelecijski su sindromi heterogena
skupina sindroma 1 predstavljaju prepoznatljive entitete sa specificnom klinickom
prezentacijom. Klinicke su odrednice sindroma posljedica disbalansa razli¢itih gena susjedne
lokalizacije te je Schmickel 1986.g. takve poremecaje nazvao sindromom susjednih gena
(prema engl. contiguous gene syndromes). Vecina je mikrodelecijskih sindroma posljedica
gubitka kromosomskog segmenta i pridruzenih genskih lokusa te je obi¢no prisutna strukturna i
funkcijska monosomija. Mikrodelecije mogu biti intersticijske ili zahvatiti krajeve
kromosomskih krakova. Kod vec¢ine sindroma susjednih gena regije zahvacene delecijom su
omedene relativno dugim homogenim ponavljaju¢im nizovima nukleotida. Te su regije
podlozne rekombinaciji i u tim su regijama identificirana mjesta lomova kromosoma kod
ve¢ine mikrodelecijskih sindroma. Pretpostavlja se da, nejednaka intrakromosomska i

interkromosomska kromatidna izmjena izmedu grani¢nih ponavljaju¢ih nizova nukleotida



uzrokuje gubitak 1 recipro¢nu mikroduplikaciju intersticijskog kromosomskog segmenta.
Mikrodelecije mogu biti posljedica lomova u nestabilnim kromosomskim lokusima kao §to su
rijetka fragilna mjesta. U takovim je sluc¢ajevima lom kromosoma popracen gubitkom
acentri¢nog fragmenta i de novo sintezom telomernih sljedova DNA Kkoje stabiliziraju
kromosomsku strukturu. Klinicka manifestacija sindroma susjednih gena moze, osim delecije,
biti rezultat drugih tipova kromosomskih aberacija kao Sto su translokacije ili inverzije s

mjestima loma u kriti¢noj regiji (46, 47).

Genomsko utiskivanje (prema engl. genomic imprinting) je metilacija baza citozina u
CpG dinukleotidima tzv. CpG otocima (prema engl. CpG islands) molekule DNA koji su
klju¢ni regulatorni elementi gena (slika 2.3.). Mnogi utisnuti geni rasporedeni su u klastere
(utisnute domene) veli¢inom od stotina do nekoliko tisu¢a kilobaza (kb). Utisnuti geni
sudjeluju u intelektualnom razvoju, imaju ulogu u razvoju psihijatrijskih bolesti kao S§to
shizofrenija 1 bipolarni poremecaj. Podlozni su utjecaju okoliSnih ¢imbenika putem
epigenetskih promjena tako da se mijenja njihova ekspresija bez da mijenjaju slijed nukleotida
u DNA. Uz to, fenomen genomskog utiskivanja s gubitkom heterozigotnosti pridonosi Sirokom
spektru malignih bolesti. Uz metilaciju DNA, u genomski utisak su ukljufeni i drugi
epigenetski ¢imbenici kao §to su modifikacija histona (fosforilacija, acetilacija, metilacija,
ubikvitinacija, sumoilacija), RNA interferencija (48). Do sada se pokazalo da je ,,utisnuto* vise
od 150 ljudskih gena (49, 50). Metilacija se dogada tijekom spermatogeneze ili oogeneze pa
ekspresija gena ovisi o tome jesu li naslijedeni od oca ili od majke. Gen koji je metiliran
(inaktiviran) moze se reaktivirati u muskoj ili Zenskoj gametogenezi za sljedecu generaciju. Na
primjer, majcinski utisnuti gen (inaktiviran metilacijom) moZe biti metiliran muskom
gametogenezom i tako se prenijeti kao aktivni gen (51). Geneticke i epigeneti¢ke promjene u
ekspresiji utiSanih gena dovode do poznatih malformacijskih sindroma kao §to su Prader-
Willijev sindrom (PWS), Angelmanov sindrom (AS), Beckwith-Wiedemannov sindrom (BWS)
I Silver-Russellov sindrom (SRS) (52). Molekularne promjene koje dovode do kongenitalnih
poremecaja su: uniparentna disomija (UPD), kromosomske aberacije, aberantna metilacija
(epimutacije) i genomske mutacijeu utisnutim genima (53). UPD je nasljedivanje oba
homologna kromosoma od jednog roditelja. Uniparentna disomija je posljedica greske tijekom
mejoticke diobe, formiranja trisomi¢ne zigote uz naknadni gubitak prekobrojnog kromosoma.
Homolog koji sadrzi neaktivan alel rezultira strukturnom disomijom, ali funkcionalnom
nulisomijom (npr. maj¢ina disomija 15 u PWS-u i o¢inska disomija 15 u AS-u). Kromosomske

aberacije takoder mogu rezultirati gubitkom ekspresije utisnutog gena u slucaju delecija ili



translokacija ili pak rezultiraju prekomjernom ekspresijom dupliciranjem utisnutog
kromosomskog materijala kao npr. u AS-u i PWS-u (54). Intragenske mutacije u utisnutim
genima zabiljezene su samo za BWS i SRS (55). Epimutacije aberantne metilacije razli¢ito

metiliranih regija bez izmjena slijeda DNA ¢ine do 50 % molekularnih promjena u MZ-u (56).
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Slika 2.3. Primjer utiskivanja gena za faktor rasta 2 sliCanu inzulinu (1gf2). Kao posljedica metilacije dijela molekule DNA
podrijetlom od oca, regulatorni protein vezan za uzvodni pojadiva¢ regulira ekspresiju gena Igf2. Na maj¢inom kromosomu
ovaj dio nije metiliran, tako da je ekspresija gena blokirana vezanjem regulatornih proteina CTCF za izolator koji se nalazi
izmedu pojacivaca i promotora gena lgf2. Izvor: Modificirano i uredeno prema

https://biolozi.bio.bg.ac.rs/attachments/article/1232/Mob%20bi0%203%20Geneti%c4%8dko%20utiskivanje.pdf

Kasnih 30-ih godina proslog stoljeca americki geneti¢ar Hermann Muller prvi je opisao
jedinstvene kromosomske krajeve i njihove funkcije te ih nazvao telomerama. Proucavajuci
u¢inke radioaktivnog X-zrafenja na eukariotske kromosome (istrazivanje za koje je 1946.
godine nagraden Nobelovom nagradom za fiziologiju ili medicinu — otkrio je da mutacije mogu
biti izazvane X-zra¢enjem) primijetio je kako su upravo spomenuti krajevi kromosoma otporni
na ucinke X-zraka. IstraZivanje americke znanstvenice i citogenetiCarke Barbare McClintock,
takoder dobitnice Nobelove nagrade za fiziologiju ili medicinu kojom je nagradena 1983.
godine za otkri¢e transpozona ili ,,skakajuéih gena“ (prema engl. Jumping genes) pomoglo mu
je u donoSenju zakljucka da je kljucna uloga telomera zaStita krajeva kromosoma od
degradacije i fuzije s ostalim telomerama. Danas se zna da telomere ne sadrze aktivne gene,
nego ponavljajuci slijed DNA i specificno vezujuce proteine koji tvore jedinstvenu strukturu i
koji su razli¢iti od ostatka kromatina (57, 58). Prema istrazivanjima, otprilike polovica svih
strukturnih kromosomskih abnormalnosti upucuje na nepravilnosti vezane uz telomere (59, 60).
Primjer su navedenog sindromi Wolf-Hirschhorn (WHS) i Cri du chat (CdCS) povezani sa
specificnim fenotipom (61). Veéina slucajeva s dokazanim subtelomernim nepravilnostima
nema poveznicu sa specificnim fenotipom pa se testovi probira telomernih aberacija smatraju
kljuénim za postavljanje dijagnoze. Temeljem istrazivanja otkriveno je da su u subtelomernim
regijama posebno prisutne razliite delecije 1 duplikacije koje Cine varijacije u broju kopija
kromosoma ili njihovih segmenata (prema engl. copy number variation, CNV), sto su utvrdili
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Sharp i suradnici (62), te mogu uzrokovati intelektualne smetnje i prirodene malformacije.
Ucestali CNV-ovi ¢ine 20 — 40 % svih CNV-a, a dijelovi genoma u kojima se nalaze su regije
segmentalnih duplikacija. Segmentne duplikacije ¢ine vise od 5 % ljudskog genoma i smjeStene
su na podtelomerima i pericentromerama (63). Svaki duplicirani segment dijeli se izmedu
podskupine krajeva kromosoma i kreée se od 3 do 50 kb, ¢ine¢i zonu umnozavanja od 5 do 300
kb na danom kraju kromosoma (64). Neposredno od subtelomernih duplikacija zapocinje
podrucje DNA za koje se nekad smatralo da je ,,stati¢nije* podrucje genoma, no nedavno su se
dijelovi te zone pokazali polimorfnima. Visak ili manjak broja kopija u toj regiji otkriveni su u
fenotipski normalnih osoba §to sugerira da se toleriraju neke promjene u terminalnim regijama
specifiénim za kromosome (65, 66). Kromosomske aberacije naslijedene od fenotipski
normalnog roditelja s istim strukturnim promjenama pretpostavljaju se kao varijante koje ne
doprinose abnormalnostima probanda. Medutim, moguce je da neki naslijedeni CNV-ovi
pokazuju nepotpunu penetraciju §to otezava klinicku interpretaciju. Smatra se da su
subtelomerne strukturne aberacije uzrok MZ-a izmedu 3 i 6 % djece s ranije postavljenom
dijagnozom ,.idiopatskog MZ-a* (67, 68, 69, 70). Studije pacijenata sa zajednickim fenotipskim
znacajkama utvrdile su subtelomerna kriticna podruc¢ja povezana s bolestima te otkrile gene
kandidate u podlozi MZ-a. Fenotip je kod vecine mikrodelecijskih sindroma posljedica
poremecaja nekolicine gena, a kod nekih moze biti posljedica poremecaja, mutacije ili gubitka
funkcije jednog gena uz autosomno dominantan (AD) nacin nasljedivanja. Incidencija
sindroma je veoma varijabilna. Pojedini su sindromi veoma rijetki, dok se drugi ¢eSce susrecu u
humanoj patologiji. Danas je poznato viSe od 20 mikrodelecijskih sindroma, a medu cesce
mikrodelecijske sindrome ubrajaju se: DiGeorgeov sindrom, Prader-Willijev sindrom,

Angelmanov sindrom, Williams-Beurenov sindrom i drugi.

DiGeorgeov sindrom (OMIM#188400) je najces¢i mikrodelecijski sindrom s
ucestalos¢u od 1 : 4000 zivorodene djece. U vise od 90 % slucajeva je posljedica novonastale
mutacije. Dismorfija uklju¢uje mikrocefaliju, uske o¢ne rasporke, hipertelorizam, Sirok vrsak
nosa, mikrognatiju, male i loSe oblikovane uske. Oko 75 % pacijenata imaju pridruzenu sré¢anu
greSku, rascjep nepca ili velofaringealnu insuficijenciju, nedostatak timusa ili paratireoidnih
Zlijezdi, provodnu nagluhost, anomalije koStanog sustava, usporen jezi¢no-govorni razvoj,
poteskoce s ucenjem, psihijatrijske poremecaje. Tjelesno nepredovanje je slabije, a MZ je blago
do umjereno (71). Uzrok DGS-a posljedica je delecije regije 22911.2, sto rezultira
mikrodelecijom od 1,5 - 3 Mb na dugom kraku kromosoma 22. U 90 % slucajeva veli¢ina

delecije je oko 3 Mb §to se definira kao tipi¢no izbrisano podrucje (prema engl. typically
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deleted region, TDR), dok je u oko 7 % velicina delecije manja od 1,5 Mb (72). Kromosomska
regija od 3 Mb sadrzi vise od 35 gena, a gen TBX1 (OMIM*602054) se smatra odgovornim za
karakteristi¢nu klini¢ku sliku pacijenata s DGS (73). TBX1 gen kodira transkripcijski faktor T-
box obitelji, a izrazen je u endodermu i mezodermu Zdrijelnih lukova. Haploinsuficijencija
gena utjeCe na morfogenezu organa, Sto uzrokuje karakteristican fenotip sindroma (74).
Nedavna istrazivanja pokazala su da delecija 22911 utjeCe na kortikalnu neurogenezu i
migraciju, Sto moze objasniti poremecaje u mentalnom razvoju kod pacijenata, ali i
psihijatrijske poremecaje koje imaju pacijenti s DGS-om (75). Katehol O-metiltransferaza
(prema engl. Catechol-O-methyltransferase, COMPT) je enzim koji sudjeluje u razgradnji
neurotransmitera kao sto je dopamin. Enzim prolin dehidrogenaza (oksidaza)l (prema engl.
Prolin dehydroegnase 1, PRODH) onemogucava razgradnju prolina $to rezultira
hiperprolinemijom. Haploinsuficijencija gena COMPT i PRODH smatra se uzro¢nikom
psihijatrijskih poremecaja i poremecaja ponasanja kod pacijenata s DGS-om (76). Nekoliko
drugih gena u regiji 22qll, poput gena za regulaciju histonskog stani¢nog ciklusa (HIRA,
OMIM*600237), gen sli¢an degradaciji ubikvitina (UFD1L, OMIM*601754) i protein slican
Crk (CRKL, OMIM*602007), ukljuceni su u patogenezu DGS-a.

Prader-Willijev sindrom (OMIM#176270) je mikrodelecijski sindrom s prevalencijom
od 1 : 15000 do 1 : 30000 u opcoj populaciji. Klini¢ka slika ukljucuje dismorfiju lica koju
karakterizira dolihocefalija, uski o¢ni rasporci, o¢i bademastog oblika, tanka gornja usna i
spusteni usni kutovi, svijetla kosa i o¢i, strabizam. Bolesnici imaju intrauterini zastoj u rastu
(prema engl. Intrauterine growth restriction, IUGR), hipotoniju u dojenackom razdoblju i
kasnjenje u psihomotorickom razvoju. U dje¢joj dobi imaju pojaCan apetit $to rezultira
prekomjernom tjelesnom masom, a kona¢nu visinu skoro nikada ne dosegnu. Kasnije u
pubertetu sindrom karakterizira hipogonadotropni hipogonadizam. Vecina bolesnika ima lako
do umjereno MZ (77). Posljedica je nedostatka funkcionalne ocinske kopije regije 15q11-13 na
kromosomu 15. Najées¢i uzork je delecija regije 15q11-13 maj¢inog podrijetla u 65 - 75%
slucajeva, maj¢inska uniparentna disomija kromosoma 15 u 20 - 30 % slucajeva, te poremecaj

utiskivanja ocinskog kromosoma 15 u 1- 3 % slucajeva (78).

Angelmanov sindrom (OMIM#105830) je rijedak mikrodelecijski sindrom s
prevalencijom od 1 : 15000. Posljedica je nedostatka funkcionalne majéine kopije regije 15911-
13 na kromosomu 15. Uzroci su delecija regije 15911-13 majcinog podrijetla u 70 % slucajeva,
tockaste mutacije UBE3A gena unutar 15q11-q13 u 5 — 10% slucajeva, poremecaj utiskivanja

maj¢inog kromosoma 15 u 3 — 5% i o€inska uniparentna disomija U 1 - 2 % slucajeva (79).
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Klinicka slika AS-a ukljucuje odstupanja u kognitivhom razvoju, poremecaje Kretanja i
ravnoteze, teSkoce u razvoju jezika i govora, poremecaje hranjenja i epilepsiju. Hipotonija je
prisutna u dojenackoj dobi dok je kasnije prisutan hipertonus i hiperrefleksija. Psihomotoricki
razvoj je usporen, a neki pacijenti ne prohodaju do 5-e godine Zivota. Pacijenti s AS-om imaju
karakterist¢no ponaSanje Koje ukljucuje hiperaktivnost, napade smijeha i pljeskanje rukama.
Vecina pacijenata ima mikrocefaliju, hipopigmentaciju Sarenice 1 strabizam (80).
Kromosomska regija 15q11-q13 velicine je 4 Mb i unutar nje se nalaze dvije domene utisnutih
gena (PWS i AS domene) koje se protezu na 2 Mb, zatim imprinting centar (IC), te geni
eksprimirani s oba alela (81). PWS regija sadrzi gene izrazene samo sa oceve kopije
homolognih alela, a to su: MKRN3 gen (OMIM*603856) ¢lan proteinske obitelji koja ima
funkciju ubikvitin ligaze, MAGEL2 gen (OMIM*605283) predstavlja tumorski melanomski
antigen, NDN gen (OMIM*602117), supresor rasta eksprimiran u postmitoti¢kim neuronima i
C150RF2 gen (OMIM*610922), eksprimiran samo u testisima i fetalnom mozgu. Nije
pronaden specifican gen koji bi bio odgovoran za sve fenotipske karakteristike PWS-a, te se
smatra da su one rezultat poremecaja barem nekoliko gena ove regije. Manja, AS regija, sastoji
se od UBE3A gena (OMIM*601623) i ATP10A gena (OMIM*605855). Nedostatak izrazaja
majc¢ine kopije UBE3A gena u mozgu uzrokovat ¢e razvoj AS-a. To je gen koji kodira za
ubikvitin proteinsku ligazu E3A, enzim potreban za degradaciju proteina i za sinapti¢ko
potenciranje u ranom razvoju mozga. Predominantna mjesta u mozgu u kojima je UBE3A
aktivan su hipokampus i Purkinjeove stanice malog mozga, $to objasnjava neuroloske
simptome kod pacijenata. Drugi gen AS regije, ATP10A, kodira adenozintrifosfatazu (ATP-
azu) koja sudjeluje u transportu aminofosfolipida. Za razvoj AS-a dovoljna je mutacija samo
UBE3A gena, no smatra se da ako uz nju postoji i mutacija ATP10A gena, klini¢ka slika ¢e biti
nesto teza (82, 83). Distalno od PWS/AS regije se nalaze geni za GABA receptore (GABRB3,
GABRA5 i GABRG3), zatim gen za okulokutani albinizam tipa 2 (OCA, OMIM*611409),
HERC2 gen (OMIM*605837) i GOLGA8 gen (OMIM*609619). Ovi geni su izrazeni Sa oba
roditeljska alela i utje¢u na fenotipske karakteristike, kao i na nastanak autizma kod pacijenata
(84).

Williams-Beurenov sindrom (OMIM#194050) je rijedak mikrodelecijski sindrom sa
prevalencijom od 1 : 20000 do 1 : 25000. Posljedica je delecije u regiji 7911.23, a veliine je
od 1,55 do 1,84 Mb. Naslijeduje se AD, iako je u vise od 90 % slucajeva posljedica
novonastale mutacije. Pacijenti imaju karakteristi¢an fenotip koji ukljucuje prirodene sréane

greske od kojih je naj¢esca supravalvularna aortna stenoza, hiperkalcemiju u novorodenackoj
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dobi, hipotireoidizam, preuranjeni pubertet, slabije tjelesno napredovanje, hipertenziju, blago
do umjereno MZ (85). Dismorfija ukljucuje okruglo lice, pune obraze, velika i puna usta, Sirok
nosni  korijen. Regija 79q11.23  adrzi 28 gena od  kojih su  geni
CLIP2, GTF2l, GTF2IRD1, LIMK1 odgovorni za intelektualne poteskoce kod bolesnika. ELN
gen (OMIM*130160) kodira stvaranje proteina koji se naziva tropoelastin, a smatra se
uzro¢nikom supravalvularne aortne stenoze i pojac¢ane pokretljivosti zglobova kod pacijenata s

WBS (86).

Cri du chat sindrom (OMIM#123450) je rijedak mikrodelecijski sindrom uzrokovan
delecijom dijela kratkog kraka na kromosomu 5. Prevalencija sindroma se kre¢e od 1 : 15000
do 1 : 50000, a delecija je u vecini slu¢ajeva novonastala. Ime ,,cri du chat* dolazi od
jedinstvenog placa koji nalikuje glasanju macke. Klinicku sliku karakterizira teSko MZ te
fenotip koji ukljucuje mikrocefaliju, okruglo lice, hipertelorizam, mikrognatiju, epikantalne
nabore, nisko polozene uske, hipotoniju i motori¢ko zaostajanje. Malformacije, iako rijetke
mogu biti prisutne i ukljucuju sréane anomalije, anomalije mokra¢nog sustava, preaurikularne
privjeske, sindaktiliju, hipospadiju i kriptorhizam (87). Delecije mogu varirati u veli¢ini, od
izuzetno malih i ukljucuju samo regiju 5p15.2, pa do delecije cijelog kraka. Molekularnom
citogenetikom utvrdeno je da je regija 5p15.3 odgovorna za tipican pla¢, dok je regija 5p15.2
odgovorna za ostale fenotipske karakteristike sindroma (88). Dva gena, semaforin F (SEMAF;
OMIM*604462) 1 5-katenin (CTNND2, OMIM*604275), uklju¢eni Su u mozdani razvoj i
njihova delecija moze biti povezano s MZ-om kod pacijenata s CdCS-om. Delecija gena
reverzne transkriptaze telomeraze (TERT) lokalizirana na 5p15.33, mogla bi pridonijeti
fenotipskim promjenama u CdCS (89). TERT gen (OMIM*187270) ima ulogu u odrzavanju

duljine telomera i proliferaciji stanica.

Wolf-Hirschhornov sindrom (OMIM#194190) je mikrodelecijski sindrom uzrokovan
delecijom dijela kratkog kraka kromosoma 4 (4p16.3). Prevalencija sindroma je 1 : 50000. U
90 % slucajeva je novonastao. Klinicku sliku karakterizira zakasnjeli psihomotoricki razvoj,
hipotonija misic¢a, epilepsija, prirodena srana greska i dismorfija lica koja ukljucuje
mikrocefaliju, mikrognatiju, kratki filtrum, istaknutu glabelu, hipertelorizam, kolobom $arenice
(90). WHS kriti¢na regija (4p16.3) veli¢inom je 165 kb, a sadrzi gene LETM1, WHSC1 i
WHSC2. Gen LETM1 (OMIM*604407) kodira protein koji se nalazi na unutrasnjoj strani
membrane mitohondrija i ima ulogu u odrzavanju morfologije mitohondrija. Dio je obitelji EF
domene-kalcij vezajuéeg proteina (prema engl. EF hand) koji regulira unutarstani¢nu

koncentraciju kalcija. Poremecena homeostaza kalcija u zivéanim stanicama ima za posljedicu
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neurodegenerativne poremecaje i epilepsiju (91). Stoga se gen LETM1 smatra genom
kandidatom za razvoj epilepsije kod WHS-a. Gen WHSC1 (OMIM*602952) kodira protein
prisutan u embrionalnim tkivima, a odgovoran je za rast i razvoj, te se smatra odgovornim za
veéinu fenotipa sindroma (92). Gen WHSC2 (OMIM*606026) kodira protein negativnog faktor
elongacije A (NELF-A) koji sudjeluje u regulaciji transkripcije RNA polimeraze II.

2.3. Molekularno-citogeneticke i tehnike molekularne genetike u detekciji

kromosomskih aberacija

Razvoj FISH tehnika zapoceo je krajem 80-ih godina proslog stolje¢a ¢ime je zapocelo
razdoblje molekularne citogenetike koja je povecala mo¢ rezolucije istrazivanja kromosoma te
ima veliku primjenu u identifikaciji suptilnih i submikroskopskih kromosomskih aberacija u
podlozi MZ-a (slika 2.4.). Tehnika omogucava otkrivanje kripti¢nih i submikroskopskih
strukturnih kromosomskih aberacija, promjene broja kromosoma, odredivanje mehanizama
nastanka kromosomske aberacije te mikroskopski vidljivih strukturnih poremecaja kromosoma

manjih od 5 Mb koje G-prugama nije bilo moguce precizno odrediti (93, 94, 95).

Slika 2.4. Primjer analize kromosoma tehnikom fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) — mikrodelecijski sindrom:
DiGeorge/ Velokardiofacijalni / 22q11 mikrodelecijski sindrom 46,XY.ish del(22)(q11.21)(D22S75-). Odsustvo crvenog
signala u proksimalnom segmentu dugog kraka kromosoma 22 ukazuje na deleciju lokusa (strelica). Izvor: fotografija iz arhive

Laboratorija za medicinsku genetiku pri medicinskom fakultet Osijek.

Dok je za metode klasi¢ne citogenetike nuzna kultivacija stanica, FISH se moze
primjenjivati i na nekultiviranim stanicama, odnosno na interfaznoj jezgri. FISH kao
komplementarna tehnika u citogenetickoj analizi ima visoku specifi¢nost i osjetljivost pri
otkrivanju strukturnih i numeri¢kih promjena u genomu, prepoznavanju nepoznatog

kromosoma ili jednog njegovog malog dijela koji nije moguée morfoloski prepoznati. Tri su
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glavne kategorije DNA-molekule koje se upotrebljavaju kao sonde u FISH-u: centromerne
sonde (prema engl. centromere specific probes), sonde za cijeli kromosom ili dio kromosoma
(prema engl. whole/partial chromosome paint probes, WCP/PCP) i sonde za mala specifi¢na
podrucja eukromatina (prema engl. single copy ili unique sequence probes) u $to se ubrajaju i
subtelomerne sonde. Veli¢ina proba se kre¢e od 50 - 300 nukleotidnih baza. U ranim 90-im
godinama pros$log stolje¢a dolazi do razvoja visebojne FISH analize (prema engl. multicolor-
FISH, M-FISH) u cilju olakSanog analiziranja slozenih kromosomskih aberacija i utvrdivanja
marker kromosoma. Ova se metoda najceS¢e upotrebljava u svrhu razjasnjenja aberiranih
kariotipova utvrdenih GTG-pruganjem. Ovom tehnikom doslo je do revolucionarnog razvoja
molekularne citogenetike, posebno u analizi tumora i prenatalnoj dijagnostici. Nedostatak
tehnike je nemoguénost utvrdivanja nepoznatih kromosomskih aberacija i mikrodelecija manjih
od 190 kb, te nedostupnost probi. Primjenom FISH analize utvrdene su abnormalnosti
kromosoma u oko 5 - 6 % osoba s MZ-om (96, 97, 98, 99, 100, 101, 102). Noviji pristup u
analizi genoma predstavlja metoda visestrukog umnazanja vezanih sondi (prema engl.
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA) koja se temelji na lan¢anoj reakciji
polimeraze (prema engl. Polymerase Chain Reaction, PCR), a ¢iji dizajn omogucava
istovremenu kvantifikaciju do 50 razli¢itih DNA sljedova veli¢ine 50 - 60 nukleotidnih parova
uz minimalnu koli¢inu DNA uzorka (20 ng). Svaka je MLPA proba dugacka 100 - 500
nukleotida, sastavljena je od kombinacije popunjujuéih sljedova i sljedova od interesa razli¢itih
duljina §to omogucava istovremenu hibridizaciju do 50 proba. Jednostavnost primjene MLPA
tehnike omogucila je njezinu brzu implementaciju u evaluaciji pacijenta s MZ-om (103, 104).
Nedostatak metode je Sto ne detektira balansirane promjene, tockaste mutacije, mozaicizam.
Zbog svoje niske osjetljivosti, promjena utvrdena MLPA analizom zahtjeva potvrdu drugom
metodom (FISH ili aCGH) (105). Dostupna su 74 razlicita MLPA kita u kategoriji
neurorazvojnih poremecaja (MRC-Holland, www.mlpa.com) koja sadrzavaju razliCite
kombinacije proba te omogucavaju jednostavno i isplativo testiranje pacijenata s MZ-om. Zbog
svoje brzine i relativne jednostavnosti, MLPA brzo zamjenjuje subtelomerni FISH (106, 107,
108, 109, 110). Koolen i suradnici tom su metodom utvrdili uéestalost kripti¢kih subtelomernih
aberacija od 4,3 % kod djece s umjerenim MZ-om (111). Uvodenjem tehnike bio¢ipova koja
omogucava probir cijelog genoma na viSak/manjak specifiécnih DNA sljedova ostvaren je
znacajan napredak u podru€ju rezolucije otkrivanja genomskih aberacija. Godine 1997.
postavljena je tehnicka osnova aCGH. Metoda se temelji na fluorescentnom oznacavanju
uzorka i referentne DNA razli¢itim bojama, koje se potom istovremeno hibridiziraju na

mikroCipove s oligonukleotidima (“probe’). Mikro€ipovi s oligonukleotidima se sastoje od

15



umjetno sintetiziranih kratkih specifi¢nih sljedova nukleotida, koji su jedinstvenog redoslijeda
u genomu i predstavljaju specifican odsjeCak humanog genoma. Razlika u hibridizaciji
fluorescentno obojanog uzorka i referentne DNA se detektira kao razlika u intenzitetu boja, §to
je osnova za procjenu prisutnosti promjene u broju kopija genomskog segmenta. aCGH metoda
ima vrlo visoku rezoluciju (do 100 kb), ¢ime se omogucuje ispitivanje cijelog ljudskog genoma
na razini razlucivanja koja je ~50 — 1000 puta veca nego rutinska kromosomska analiza GTG-
pruganjem (112, 113). Osjetljivost je te metode vrlo velika, a rezolucija ovisi o veli¢ini i
razmaku izmedu klonova koje nalazimo na matrici. Razvijeno je nekoliko vrsta mikrocipova
koji se sastoje od sintetiziranih bakterijskih umjetnih kromosoma (engl. bacterial artificial
chromosome, BAC), oligonukleotida i polimorfizama jednog nukleotida (engl. single-
nucleotide polymorphism, SNP). BAC mikro¢ipovi su medu prvim implementiranim
mikro¢ipovima u genetici (114). Duljina BAC-ova moze varirati od 150 - 200 kb. Zbog svoje
skupoce i slozenosti proizvodnje, te ograni¢enja u veli¢ini proba, njihovu primjenu u genetici
zamjenjuju  oligonukleotidni  mikroc¢ipovi.  Oligonukleotidni mikro¢ipovi omogucuju
fleksibilnost u dizajnu sonde, vecu pokrivenost i mnogo vecu razlucivost. Mogu biti
razmjesteni ciljano, na mjestima gdje se nalaze poznati mikrodelecijski/duplikacijski sindromi
(engl. targeted array) ili su rasprSeni po cijelom genomu (engl. tiling path). Ciljani nizovi
obi¢no pokrivaju telomere i poznata podrucja delecije i/ili duplikacije i isklju¢uju podrucja s
CNV. Prednosti ciljanih nizova $to omogucuju dijagnozu dobro poznatih sindroma uz
minimalnu detekciju varijanti broja kopija nepoznatog znacenja. Suprotno tome, mikrocipovi
koji pokrivaju gotovo ¢itav genom mogu otkriti patoloske promjene koje su povezane s MZ-om
I time dodatno otkrivaju oko 14 — 20 % aberacija. Oko 9 — 10 % jesu intersticijske, a ostale
subtelomerne (115, 116, 117, 118, 119, 120, 121). SNP mikroc¢ipovi se koriste za detekciju
varijacija unutar genoma, a koriste se u dijagnostici UPD-a, triploidija i konsangviniteta, te u
farmakogenetici i dijagnostici karcinoma. Uporaba SNP mikrocipova visoke rezolucije do 0,7
kb koji ukljucuju kodiraju¢e i nekodirajuce regije, u dijagnostici MZ-a moze predstavljati
problem zbog preklapanja CNV-ova sa polimorfizmima u genomu, kao i regijama koje ne
sadrze poznate gene, te se rijetko primjenjuje u istrazivanju MZ-a. Metoda aCGH dovela je do
otkrica genomskih preraspodjela od nekoliko kilobaza do megabaza Sto rezultira CNV-om.
Analizom SNP-ova duz genoma identificirano je 1447 CNV-ova koji su prisutni u 12 % (360
Mb) ljudskog genoma, sto ukljucuje stotine gena i lokusa odgovornih za bolesti. Pretpostavlja
se da su CNV uzrokom razli¢itosti medu ljudima i da su odgovorni za evolucijske procese, no
isto tako mogu imati utjecaj na klinicki fenotip (122). S obzirom na to da je vise od 40 % svih

gena izrazeno u ljudskom mozgu, varijacije broja kopija mogle bi znacajno doprinositi
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kognitivnim, bihevioralnim i psiholoskim razli¢itostima unutar populacije. Sharp i suradnici
(2005) su koristenjem bioinformatickih analiza segmentnih duplikacija u genomu dizajnirali
mikropostroj s 2007 BAC c¢ipova specificnim za 130 genomskih regija za koje je utvrdeno da
su povezane s nisko ponavljaju¢im sljedovima DNA. Uporabom tih mikropostroja utvrdeno je
oko 16 patogenih varijanti koje se povezuju s MZ-om (123). Znacajan napredak u otkrivanju
broja kopija povecao je broj utvrdenih genetickih poremecaja. Intragenske mutacije su uzrok
mnogih bolesti i povezane su s nizom sindromskih poremecaja, kao i s MZ-om. Metoda aCGH
ima sve vecu rezoluciju kojom je omogucéeno otkrivanje patogenih aberacija unutar jednoga
gena, no ne pokriva svaki egzon u genu te ne moze utvrditi intragenske mutacije. Prema
literaturnim podacima oko 40 % intragenskih mutacija moze uklju¢ivati samo jedan ili dva
egzona unutar gena te je potrebno analizom pokriti sve egzone ciljanih gena (124). Sve veca
potreba za ispitivanjem prethodno nedefiniranih gena, uvela je mikro¢ipove koji sadrze egzone.
Ne samo da je cijena egzonskih ¢ipova niza od cijene sekvenciranja sljedeCe generacije (prema
engl. Next genome sequencing, NGS), nego je dizajnirana za otkrivanje rijetkih varijanti u
egzonu koje mogu biti povezane sa idiopatskim MZ-om (125). Prednosti aCGH su velike:
otkriva nebalansirane poremecaje u cijelom genomu, jednostavnija je i brZza u odnosu na FISH i
MLPA, koli¢ina uzorka je mala, omogucava krace vrijeme do rezultata, ne zahtijeva da su
stanice u fazi diobe, koristi manje osnovnog radnog materijala i omogucava automatizaciju
cijelog postupka. Nedostatak je metode u tome da ne otkriva balansirane poremecaje, a otkriva
veci broj polimorfnih varijacija $to predstavlja problem pri tumacenju nalaza. Nerijetko za neke
aberacije nije jasno jesu li uopée povezive s klinickom slikom bolesnika jer danas se joS
nedovoljno poznaje fenotipski ucinak viska/nedostatka genetickog materijala u pojedinim
regijama kromosoma. Kako bi se utvrdilo je li uoCeni poremecaj na kromosomu povezan s
klini€¢kom slikom, nuZno je najprije potvrditi aberaciju nekom od drugih raspoloZivih tehnika, a
potom ispitati roditelje da se vidi je li poremecéaj naslijeden ili je nastao de novo. Roditelji
mogu biti zdravi, ali 1 zahvaceni blaZze od djece. Razlika u klini¢koj slici izmedu roditelja 1
djeteta moZze se objasniti varijabilno$¢u ekspresije fenotipa, a u nekim slucajevima i genetskim
biljegom ili razlikom u veli€ini delecije izmedu zahvalenog roditelja i djeteta. Patogene
varijante otkrivene su u 15 - 20 % bolesnika s MZ-om (126, 127). Ne uzrokuju svi CNV-ovi
cijeli spektar fenotipova, uklju¢uju¢i MZ, autizam, shizofreniju i dimorfizme, a takvi CNV-ovi

mogu predstavljati izazove genetskom savjetovanju.
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2.4. Monogenske bolesti

Bolesti koje nastaju kao rezultat promjena pojedinih gena nazivaju se monogenskim
poremeéajima, a odredene su klasitnim Mendelovim obrascem nasljedivanja. Sezdesetih
godina proslog stoljeca, temeljem opaZanja velikog broja obiteljskih slu¢ajeva MZ-a koji su u
nekim slucajevima bili znatno ¢e§¢i i slijedili su Mendelov obrazac nasljedivanja, postavljen je
koncept prema kojemu su aberacije specificnih gena odgovorne za razvoj MZ-a. Uvodenjem
tehnologije NGS-a povecao se broj identificiranih gena. Do sada je vise od 7000 gena
povezano s monogenskim oblicima MZ-a (128). Monogenski se poremecaji mogu klasificirati
prema nacinu nasljedivanja: autosomno dominantno, autosomno recesivno (AR) ili X-vezano
mentalno zaostajanje (X-MZ). Ovisno o klinickom izrazaju, MZ se dijeli u dvije skupine:
sindromsko i nesindromsko MZ. U nesindromskom MZ-u jedina je patoloska manifestacija
kognitivan deficit i nema promjena u fenotipu kao ni pridruzenih anomalija organskih sustava.
Sindromsko MZ povezano je s fenotipskom dismorfijom (kraniofacijalna, koStana),

promjenama rasta, neuromuskularnim promjenama i metabolickim bolestima.

Prevalencija autosomno dominantnog mentalnog zaostajanja (ADMZ) ovisi 0 udjelu
srodnih i nesrodnih brakova, a procjenjuje se na 1,5 — 2 % (129, 130). Za blaZe oblike (IQ<70)
iznosi 1,5 - 2 %, dok se za teze oblike MZ-a (IQ <50) procjenjuje na 0,3 - 0,5 %. SysID baza
podataka (131) navodi 654 gena koji uzrokuju 535 bolesti povezanih s ADMZ-om, a uklju¢eno
je 1310 gena. Literatura navodi vise podataka o broju gena, a procjenjuje se da je vise od 1000
razli¢itih gena povezano s ADMZ-om, dok neki autori navode ¢ak i vise od 2000 gena (132,
133, 134, 135, 136). Najc¢esce mutirani geni kao uzrok ADMZ-a su: SCN2A, ANKRD11 (KBG
sindrom), SATB2 (Glass sindrom), SYNGAP1, DYRK1A, MED13L, STXBP1, CTNNBI,
KCNQ2, KMT2A (Wiedemann-Steiner sindrom), FOXP1, PACS1 (Schuurs-Hoeijmakers
sindrom), SMARCAZ2 (Nicolaides-Baraitser sindrom) i WDR45 (137). Dobro je poznato da je
MZ kod nekih pojedinaca uzrokovan mutacijama u viSe gena. U retrospektivnoj analizi 7374
bolesnika, molekularna dijagnoza uspostavljena je nakon sekvenciranja cijelog egzona kod
2076 bolesnika, a 4,9 % njih imalo je dijagnozu koja je ukljucivala dva ili vise gena (138).
Novonastale (de novo) mutacije ¢ine 42 % uzroka ADMZ-a, a kao uzrok se smatra somatski
mozaicizam kod roditelja. Visoka roditeljska dob smatra se jednim od rizi¢nih ¢imbenika za
nastanak de novo mutacija. Analiza autosomnih de novo mutacija visoke pouzdanosti (n =
8409) otkrila je snazan ucinak starije o¢inske dobi (139) i blazi u¢inak majcinske dobi na

nastanak mutacija (139).
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Procjenjuje se da je prevalencija autosomno recesivnog mentalnog zaostajanja (ARMZ)
oko 10 %, s tendencijom rasta u jo§ uvijek nerazjasnjenim sluc¢ajevima. Rizik od ARMZ-a veci
je kod konsangvinih brakova i predstavlja 2 do 3 puta veci rizik nego u opéoj populaciji (140).
Osim metabolickih poremecaja, ARMZ je vrlo heterogeno i manje rasireno u op¢oj populaciji.
SysID baza podataka (131) navodi 684 gena povezanih s ARMZ-om. Prema razli¢itim
literaturnim izvorima, identificirano je vise od 2000 gena koji uzrokuju ARMZ (141, 142, 143).
Najcesce geni kao uzrok ARMZ-a prema bazama podataka HGMD (engl. Human gene
mutation database) i ClinVar su GALT, VPS13B, ASPM, SPG11, MUT, GLDC, CEP290,
POLG, LAMA2, and SMPD1 (144).

Pocetkom 70-ih godina proslog stolje¢a, temeljem opazanja da je MZ ¢es¢i kod muskog
spola kao i1 opisa veceg broja obiteljski povezanih bolesnika kod kojih se mogao uociti X-
vezani obrazac nasljedivanja, postavljen je temeljni koncept da su aberacije gena na X
kromosomu vazan etioloski ¢imbenik MZ-a. X-MZ (engl. X-linked mental retardation —
XLMR; X-linked intellectual disability — XLID) ¢est je uzrok monogenskog MZ-a jer se veéina
gena koji uzrokuju MZ nalazi na X kromosomu. Veca je prevalencija MZ-a medu muskarcima
u odnosu na Zene (1,8 : 1000 muskaraca; nosioci 2,4 : 1000). Kod Zenskih nositelja mogu biti
prisutni blazi simptomi radi inaktivacije X kromosoma (145). Poznato je vise od 160
sindromskih poremecaja X-MZ-a te velik broj obiteljskih slucajeva nesindromskog X-MZ-a, od
kojih je 95 mapirano na X kromosomu. Mutacije u vise od 120 X-vezanih gena odgovorne su
za viSe od 80 sindromskih oblika MZ-a te za viSe od 35 obiteljskih slu¢ajeva nesindromskog X-

MZ-a koje su mapirane na X kromosomu (146, 147) (slika 2.5.).
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Slika 2.5. Shematski prikaz najée$¢ih gena na X kromosomu povezanih s X-vezanim mentalnim zaostajanjem. lzvor:

Modificirano i uredeno prema https://www.latunisiemedicale.com/article-medicale-tunisie_1085_en.

Fragilni X sindrom (FRAXA, OMIM#309550), poznat kao Martin-Bellov sindrom, prvi
su put opisali Martin i Bell 1943. godine (148). Najces¢i je oblik sindromskog X-MZ-a (20 %
svih sluc¢ajeva X-MZ-a) s prevalencijom od priblizno 1 : 5000 do 1 : 7000 muskaraca i uzrokuje
intelektualne poteskoce u otprilike 1 : 4000 do 1 : 6000 Zena (149). U gotovo 100 % pacijenata
s fraginim X sindromom nalazi se neumjereno umnazanje CGG tripleta na 5-nekodiraju¢em
dijelu gena te abnormalna metilacija FMR-1 gena (OMIM*309550). CGG slijed kod zdravih
osoba iznosi 5 - 44 ponavljanja (normalni aleli), dok zahvacene osobe sa sindromom fragilnog
X imaju slijed veci i od 200 CGG tripleta (puna mutacija). Intermedijarni aleli broje od 45 - 54
ponavljanja i ne uzrokuju fragilni X-sindrom, no 14 % njih je nestabilno i moze se proSiriti u
premutacijski alel kada se prenosi preko majke. Premutacijski aleli imaju od 55 - 200
ponavljanja te Zene koje ih nose imaju rizik radanja djeteta sa sindromom fragilnog X
sindroma. Premutacija moze biti uzrok preuranjenog zatajenja jajnika u Zena, a u muskaraca
takoder moze uzrokovati pojavu sindroma tremora/ataksije povezanog sa fragilnim X
sindromom. FMR-1 gen lociran je na dugom kraku X kromosoma u kromosomskoj regiji
Xq27.3 i sadrzi 17 egzona koji obuhvacaju 38 kb genomske DNA. Produkt FMR-1 gena je
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FMRP (prema engl. fragile X mental retardation protein), regulatorni protein koji veze
glasnicku ribonukleinsku kiselinu (prema engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) u
neuronima. FMRP protein ima veoma vaznu ulogu u regulaciji sinteze bjelancevina u
srediSnjem zivéanom sustavu. Intenzivno se sintetizira u vrhovima dendriti¢nih nastavaka kao
odgovor na sinapticku aktivnost. Kod pacijenata sa punom mutacijom, proizvodnja FMRP
proteina izostaje zbog hipermetilacije u podru¢ju FMR-1 gena, te posljedi¢no dolazi do
poremecaja u razvoju mozga i nastajanja abnormalnih sinapsi. Mutacije FMR-1 gena takoder
dovode do prekomjerne aktivnosti metabotropnog glutamatnog receptora 5 (mGIuRS), §to u
konacnici rezultira mnogim simptomima fragilnog X sindroma. FMRP je prisutan i u drugim
tkivima u tijelu, medutim, njegova uloga nije jo§ do kraja razjasnjena. U veoma malog broja
pacijenata, kao uzrok ovog sindroma mogu se nac¢i delecije i toCkaste mutacije (150, 151).
Muskarci imaju tipi¢an fenotip, karakteriziran dugim licem, velikim i loSe modeliranim uSima
te makroorhizmom. Oboljeli se takoder mogu prezentirati s raznolikim neuropsihijatrijskim
poremecajima. U 16 — 30 % pacijenata mogu se zamijetiti elementi ponasanja iz autisti¢nog
spektra. Sama dijagnoza autizma postavlja se u 20 % Zena i 30 % muskaraca s fragilnim X
sindromom. Cesto se u pacijenata moZe opaziti i ponasanje sli¢no onome u poremeéaju s
nedostatkom paznje 1 hiperaktivno$¢u (prema engl. Attention deficit  hyperactivity
disorder, ADHD). Od ostalih psihijatrijskih poremecaja, takoder se mogu pojaviti depresija,
anksioznost te opsesivno kompulzivni poremeéaj. Zene heterozigoti imaju 30 %-tnu
vjerojatnost posjedovanja normalnog kvocijenta inteligencije i 25 %-tnu vjerojatnost za
grani¢no kognitivno funkcioniranje, no bez obzira na to, veéina ima poteSkoce s ucenjem i
emocionalne poteskoce. Fenotip kod Zena ovisi o fenomenu inaktivacije X-kromosoma -

fenomenu lajonizacije (152).

Drugi poznatiji gen koji uzrokuje X-MZ jest MECP2 (OMIM*300005) na kromosomu
X028 koji uzrokuje Rettov sindrom. Prevalencija se procjenjuje na oko 1 : 10000 do 1 : 15000
zena (153). Za musku djecu najcesce je letalan, no opisano je nekoliko slucajeva gdje kod
zivorodene musSke djece uzrokuje teze oblike encefalopatije te kod odraslih muskaraca kod
kojih se povezuje sa psihozom, ekstrapiramidalnim poremecajima, parkinsonizmom i
makroorhidizmom (PPM-X sindrom; OMIM#300055). Uz klasi¢ni oblik, mutacije u ovom
genu kod Zenske djece mogu uzrokovati atipicni Rettov sindrom te blage poteskoce u ucenju.
Do danas je otkriveno viSe od 390 patogenih mutacija, a 8 najée$¢ih ¢ini vise od 50 % svih
mutacija. C-terminalna domena gena je sklona malim delecijama (20 - 100 parova baza) koje

¢ine oko 7 % patogenih mutacija. Pronadene su i velike delecije (kilobazne veli¢ine) koje briSu
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cijele egzone, a nalazimo ih u 8 % bolesnica s klasi¢nim i u 3 % s atipicnim Rettovim
sindromom. Spektar fenotipova s mutacijama u genu MECP2, osim klasi¢nog i atipicnog
Rettovog sindroma, obuhvaca i druge neuroloske poremecaje, a u manjem dijelu bolesnika s
Rettovim sindromom ne nalazimo mutacije u genu MECP2. Stoga otkrivanje mutacije u
MECP2 moze potvrditi klini¢ku dijagnozu, ali je ne moze u potpunosti iskljuéiti. Molekularno
testiranje pogotovo je vazno u razjasnjavanju dijagnoze atipi¢nih oblika (154). Klinicka slika
ukljucuje mikrocefaliju, MZ, autistino ponasanje, ataksiju, karakteristi¢ne stereotipne kretnje
ruku i gubitak njihove svrhovite funkcije. Epilepsija je prisutna u 70 - 80 % bolesnica s
Rettovim sindromom. Tipi¢no bolesnici imaju uredan psihomotoricki razvoj u prvim
mjesecima zivota. Zatim dolazi do usporavanja razvitka grube motorike, smanjenog zanimanja
za igru, loSijeg kontakta o¢ima te progresivnog gubitka motorickih vjeStina, govora i voljne
funkcije ruku te razvoj karakteristi¢nih, stereotipnih pokreta poput pranja, stiskanja, pljeskanja,
uvrtanja, gotovo stalno prisutnth u budnom stanju. Prisutni su poremecaji disanja s

hiperventilacijom ili zadrzavanjem disanja do apneje u budnom stanju.
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3. Hipoteza

Uporabom kombinacije klasi¢énih metoda analize kromosoma (GTG-pruganja, FISH) i
najnovijih tehnika molekularne genetike (MLPA, aCGH) povecat ¢e se stopa otkrivanja
suptilnih kromosomskih aberacija uklju¢enih u nastanak mentalnog zaostajanja nepoznate
etiologije Sto ¢e omogucditi definiranje novih fenotipova i molekularnog mehanizma koji je u

njegovoj podlozi.
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4. Ciljevi

Primarni cilj:
» definirati povezanost fenotipa i genotipa kod djece s mentalnim zaostajanjem u istocnoj

Hrvatskoj.
Sekundarni ciljevi:
 otkriti potencijalne nove genotipove u podlozi mentalnog zaostajanja djece,
» precizno molekularno odrediti otkrivene kromosomske aberacije,

« utvrditi prevalenciju kromosomskih aberacija otkrivenih tehnikama klasi¢ne i
molekularne citogenetike (GTG-pruganje, FISH) i tehnikama molekularne genetike
(MLPA, aCGH, NGS),

* istraziti mehanizme u podlozi oStecenja kognitivnih funkcija,
+ odrediti potencijalni mehanizam nasljedivanja utvrdenih genotipova,

» otkriti moguée nove gene u podlozi mentalnog zaostajanja.
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5. Materijali i metode

5.1. Eticka nacela

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Osijek i

Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek. Identitet bolesnika bio je zasticen.

Izrada doktorske disertacije je djelomi¢no financirana institucijskim znanstvenim

projektima Medicinskog fakulteta u Osijeku:

1. ,, Utvrdivanje genetickih uzroka mentalnog zaostajanja primjenom komparativne
genomske hibridizacije na mikropostroju (VIF2016-MEFQOS-29, voditelj: J. Wagner) *

2. , Etiologija mentalnog zaostajanja u pedijatrijskoj populaciji (VIF2015-MEFQOS-11,
voditelj: J. Wagner) “

5.2. Ustroj studije

Opservacijsko presjecno istrazivanje obuhvatilo je 300 djece oba spola, medu kojima je
bilo 63,7 % muske i 36,3 % zenske djece od 0 do 18 godina zivota s MZ-om, urednog fenotipa
i s dismorfijom, koja su pregledana, obradena i pracena u Ambulanti za genetiku i na Odjelu za
genetiku Klinike za pedijatriju KBC-a Osijek u razdoblju od 2008. do 2018. godine.
Laboratorijska obrada uzoraka prikupljenih na Klinici za pedijatriju KBC-a Osijek provedena
je u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta Osijek kao i u suradnim
laboratorijima u RH (KB ,,Sveti Duh” Zagreb, KBC Rebro, Klinika za djecje bolesti Zagreb) te
u inozemstvu (Klinicni institut za medicinsko genetiko - UKC Ljubljana; Department of
Neurobiology, Kavli Institute for Neuroscience, Yale University School of Medicine; Institut fur
Humangenetik, Uniklinikum Jena, Deutschland). U Laboratoriju za medicinsku genetiku
Medicinskog fakulteta Osijek napravljena je citogeneticka analiza (GTG-pruganja i FISH).
MLPA subtelomera kod 50 ispitanika napravljena je u Klinickom institutu za medicinsku
genetiku u Ljubljani. Molekularno-geneticka analiza fragilnog X sindroma i Rett sindroma
napravljena je u KBC Zagreb. aCGH napravljena je u Klinici za dje¢je bolesti Zagreb, KBC
Zagreb, te KB “ Sveti Duh* Zagreb i u Laboratoriju za medicinsku genetiku Medicinskog
fakulteta Osijek. Analiza visebojnog FISH-a je napravljena na institutu za humanu genetiku u

Jeni, Njemacka. NGS je napravljen na Kavli institutu za neuroznanost na sveucilistu Yale.
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5.3. Ispitanici

Kriteriji za ukljucenje ispitanika u istrazivanje bili su:

mentalno zaostajanje

dismorfija fenotipa/bez dismorfije fenotipa

druge razvojne mane (ili bez njih) i motoricki deficit
Iskljucujuéi su kriteriji bili:

izolirani motoricki deficit

izolirani izostanak oc¢ekivanog govornog razvoja

autizam
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5.4. Materijali

5.4.1. Dijagnosticki postupak kod ispitanika s mentalnim zaostajanjem
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Slika 5.1. Hodogram dijagnosti¢kog postupka kod ispitanika (autorsko djelo)
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5.4.2. Laboratorijske metode — klasi¢na citogenetika i molekularna genetika

Krv za navedene analize uzorkovalo je kvalificirano medicinsko osoblje te je
proslijedena u Laboratorij za medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta Osijek kao i u
suradne laboratorije u Republici Hrvatskoj te u inozemstvu. Krv je uzorkovana jednokratno,
venepunkcijom u epruvete s antikoagulansom EDTA (za molekularno-geneticke pretrage) i
epruvete s antikoagulansom Na-heparin (za citogeneti¢ke pretrage). Po zaprimanju uzorci su u

laboratoriju oznaceni jedinstvenim laboratorijskim brojem.

Kultivacija stanica periferne krvi, u svrhu izrade kariograma, napravljena je prema
modificiranoj Moorheadovoj metodi iz 1960. Za izradu kariograma upotrijebljena je tehnika
GTG-pruganja, a po potrebi i CTG-pruganja (u sluCajevima sumnje na promjene u
heterokromatinskim regijama). Tehnika GTG-pruganja ukljucuje 72-satnu inkubaciju stanica
periferne krvi na 37 °C u odgovaraju¢em hranilistu, sinkronizaciju kulture u svrhu dobivanja
prometafaznih kromosoma i prekid kulture dodatkom kolcemida, citostatika koji sprjecava
vezanje diobenog vretena. Nakon tretmana hipotoni¢nom otopinom stanice se fiksiraju,
nekoliko puta properu te se izraduju nativni preparati. Nakon suSenja nativni se preparat tretira
proteolitickim enzimom tripsinom te boja Giemsom. Tako se dobiju kromosomi sa specifiénim
rasporedom pruga za svaki homologni par. Kromosomi se analiziraju pomocu svjetlosnog
mikroskopa i digitalne kamere koja je spojena s odgovaraju¢im softverom (Cytovision, Applied
imaging). U slucaju sumnje na neki od mikrodelecijskih sindroma, primijenjena je FISH-proba
specifi¢na za pojedinu regiju kromosoma (Prader-Willyjev, Angelmanov, Cri du chat, Wolf-
Hirschhornov, 22q11.2 mikordelecijski sindrom itd.). Veli¢ina je navedenih proba izmedu 100 i
600 kb.

Izolacija genomske DNA iz pune Kkrvi napravljena je prema standardnom protokolu
proizvodaca primjenom komercijalnih spin-kolona. Genomska DNA izolirana je iz 2 ml
periferne venske krvi upotrebom komercijalnog kita prema protokolu proizvodaca (QIAamp
DNA Blood Midi Kit, Qiagen, Hilden, Germany). Uzorci krvi bili su pohranjeni na — 20 °C u
laboratoriju te neposredno prije izolacije odmrznuti pri sobnoj temperaturi. Koncentracija i
Cistoca izolirane DNA svih ispitanika provjerena je Qubit fluorometrom iz 1 pl DNA izolata.
Koncentracija DNA odredena je temeljem apsorpcijske vrijednosti na 260 nm valne duljine, a
izrazena je u ng/pl, dok je Ccistoéa DNA odredena temeljem omjera valnih duljina
DNA/proteini, odnosno 260/280 nm koji iznosi priblizno 1,8 te omjera DNA/soli (260/230 nm)
koji iznosi 2,0 - 2,2.
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MLPA analiza provedena je kod svih ispitanika analizom subtelomera specificnim
setom MLPA proba kako bi se otkrile kromosomske aberacije (SALSA MLPA probemix P036
SUBTELOMERES MIX1 i SALSA MLPA probemix P070 SUBTELOMERES MIX 2B
prozvodaca MRC - Holland (Amsterdam, The Netherlands)). Metoda otkrivanja duplikacija i
delecija omogucéava izvodenje analize standardnim protokolom proizvoda¢a neovisno o
upotrijebljenom setu proba (SALSA MLPA probemix). Sve MLPA probe razdvajaju se i
otkrivaju kapilarnom elektroforezcom na ABI 3500 genetickom analizatoru (Applied
Biosystems, Foster City, California, US). Dobiveni se podatci analiziraju Coffalyser
programom ustupljenim od proizvodaca (MRC - Holland). Upravo je interpretacija rezultata
presudna u procjeni kvalitete koriStenja MLPA analize u genetickoj molekularnoj dijagnostici.
Naime, homozigotne ili hemizigotne (prisutan samo jedan od dva parna kromosoma) delecije
su jasno vidljive i mogu se interpretirati sa sigurno$¢u, dok interpretacija heterozigotnih
duplikacija i delecija predstavlja izazov jer stvaraju razli¢itu visinu pikova. Zbog olakSavanja
interpretacije dobivenih rezultata, prema preporuci proizvodaca, rade se po tri kontrole za

svaku seriju od 5 uzoraka.

U istrazivanju tehnikom aCGH upotrijebljen je oligonukleotidni kromosomski
mikropostroj na platformi SurePrint G3 Unrestricted CGH ISCA v2 (Agilent Technologies,
Santa Clara, Kalifornija, SAD). Format je platforme 8 x 60 K (18,851 ISCA regija + 40,208
proba rasporedenih u ostatku genoma). Prosjecna je udaljenost proba 60 KB. Metoda
omogucuje otkrivanje broja kopija u genomu, ali ne i mehanizam kojim su se te promjene
dogodile. Tom metodom otkrivaju se promjene broja kopija (CNV) veli¢ine manje od 10 kb.
Primjenom CMA nije moguce otkriti nisku razinu mozaicizma, balansirane preraspodjele 1
tockaste mutacije. Nakon hibridizacije 1 skeniranja rezultati ¢e se analizirati specifiénim
softverom proizvodaca CytoGenomics (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD)

te su rezultat Klasificiran kao:
1. patogeni — dobro poznati sindromi, de novo varijante i promjene >400 kb;

2. vjerojatno patogeni — nisu tako dobro opisani, de novo varijante, promjene >400 kb ili

zahvacaju klini¢ki vazne gene;
3. benigni — ve¢ opisani kod zdravih osoba i/ili naslijedeni od zdravog roditelja;
4. vjerojatno benigni — oni koji nisu prethodno opisani, ali su naslijedeni od zdravog roditelja;

5. varijanta nepoznatog klinickog znacenja (engl. variants of uncertain clinical significance,
VVOUS).
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Da bi se izbjegla pojava prevelikog broja VOUS-a, odabrana je platforma odgovarajuce
rezolucije (ne previsoke), a u slucaju da se VOUS pojavi, analizirat ¢e se roditelji da bi se
otkrilo je 1i rije¢ o naslijedenoj ili de novo varijanti. Referentna (kontrolna) je DNA uzorak
DNA koji je bez patoloskih promjena i komercijalno je dostupan, a upotrijebljena je kontrolna

muska 1 kontrolna zenska referentna DNA.

Metoda upotrijebljena za utvrdivanje broja tripleta CGG u genu FMR1 i MECP2 jest
PCR/hibridizacija. Genotipizacija se provodi umnazanjem interesnih DNA fragmenata PCR-
om, nakon Cega slijedi analiza rezultata elektroforezom u agaroznom gelu 1 vizualizacija
veli¢ine umnozenth PCR fragmenata. Broj CGG tripleta odreduje se prema molekularnom
biljegu veli¢ine. Ako se za Zenske osobe dobije samo jedan fragment umjesto dvaju ili ako za
muske osobe PCR fragment na gelu nije vidljiv, PCR se ponavlja s enzimom 7-deaza-dGTP
nakon cega slijedi hibridizacija oligonukleotidnom sondom dig-5 (CGG) 1 odredivanje broja

CGG tripleta. U tablici 4.1.opisane su prednosti i nedostatci pojedinih metoda.

Tablica 5.1. Prednosti i nedostatci pojedinih laboratorijskih tehnika

Laboratorijska tehnika | Prednosti Nedostatci

GTG-pruganje Otkrivanje nebalansiranih i balansiranih | Dugotrajan postupak, mala rezolucija (5 do 10 Mb)
kromosomskih aberacija

FISH Otkrivanje nebalansiranih i Dugotrajan postupak, mala rezolucija (ovisi o
balansiranih kromosomskih aberacija, veli¢ini FISH-probe, 30 do 100 kb). Dobiva se
mozaicizma, mikroduplikacija i informacija samo o regiji koristene FISH sonde

mikrodelecija

MLPA Simultana analiza vi§e uzoraka (do 50), | Nemoguénost analize ciljanog genoma, osjetljivost
viestruka tehnika umnazanja (u jednoj na PCR inhibitore

reakciji analiza vi$e regija u genomu),

niska cijena
aCGH Analiza cijelog genoma, visoka Nemoguénost otkrivanja balansiranih
rezolucija (do 40 kb) kromosomskih aberacija i mozaicizma
PCR Otkrivanje aberacija i tockastih mutacije | Mala optimizacija, zahtjeva poznati slijed

nukleotida

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija; MLPA — metoda viSestrukog umnaZanja vezanih sondi (prema engl. Multiplex

ligation-dependent probe amplification); aCGH — komparativna genomska hibridizacija na mikropostorju (prema engl.
Microarray comparative genomic hybridization); PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (prema engl. Polymerase chain

reaction)
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5.5. Statisticke metode

Razlike u osnovnim obiljezjima (npr. 1Q, fenotip) s obzirom na spol i povijest umnog
zaostajanja dodatno su ispitane pomocu hi-kvadrat testa (x?). Hi-kvadrat test temelji se na
usporedbi ocekivanih 1 opazenih frekvencija, a koristimo ga kada imamo frekvencije dvaju ili
viSe nezavisnih uzoraka te zelimo provjeriti razlikuju li se oni po mjerenim svojstvima. Pri
tome je nuzno zadovoljiti nekoliko uvjeta za njegovo koristenje, odnosno kada je broj stupnjeva
slobode u kontingencijskim tablicama veci od 1 (npr. mjerena svojstva imaju vise kategorija
poput 1Q od 50 - 55 do 70, od 35 - 49 do 50 - 55, od 20 - 25 do 35 - 40 te ispod 20), hi-
kvadrat test se primjenjuje ako manje od 20 % ¢elija ima o¢ekivanu frekvenciju manju od pet, a
niti jedna celija frekvenciju manju od jedan. Ukoliko uvjeti za hi-kvadrat nisu zadovoljeni
koristio se Fisherov egzaktni test (npr. kod kontingencijskih tablica 2 x 2 ili ako vise od 20 %
¢elija ima ocekivanu frekvenciju manju od 5). Prikupljeni podatci analizirani su statistickim
programom za drustvene znanosti (prema engl. Statistical Package for Social Sciences, SPSS)
verzija 16.0. Vrijednosti dobivene u statisti¢koj analizi smatrane su znacajnima ako su u

podrudju rizika manjem od 5 % (P < 0,05). Sve su P vrijednosti dvostrane.
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6. Rezultati

Istrazivanje je provedeno na ukupno 300 ispitanika s dijagnozom MZ-a (191 muskih i

109 Zenskih ispitanika) Sto donosi omjer od 1,75 : 1. U razdoblju od 2008 g. do 2018 g. u

isto¢noj Hrvatskoj je prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) rodeno

78740 djece, i to u Osjecko-baranjskoj zupaniji 29873, Vukovarsko-srijemskoj zupaniji 16645,

Brodsko-posavskoj zupaniji 16272, Pozesko-slavonskoj zupaniji 7511 i Viroviti¢ko-podravskoj

8439 djece. Broj ispitanika i dobne skupine su prikazane u tablici 6.1., a u tablici 6.2. prikazani

su rezultati psihologijske i logopedske obrade ispitanika s MZ-om.

Tablica 6.1. Dob u trenutku postavljanja dijagnoze i spol ispitanika s mentalnim

zaostajanjem
Djecaci Djevojice Ukupno
Spol n=191 n =109 n =300
(%) (%) (%)
0 — 1 godina 38 (19,9 %) 32 (29,4 %) 70 (23,3 %)
Dob dijagnoze

1 - 10 godina 137 (71,7 %) 70 (64,2 %) 207 (69 %)
10 - 18 godina 16 (8,4 %) 7 (6,4 %) 23 (7,6 %)
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Tablica 6.2.

Nalaz psihologijske i logopedske obrade ispitanika s mentalnim zaostajanjem

Usporen Zakasnjeli M-
zostana
jezi¢no - jezi¢no- . IQ IQ IQ IQ
. . razvoja
ovorni ovorni _ 6ol — 492 _ 343 4
g _ g . s 50 — 69 35— 49 20-34 <20
razvoj razvoj
Djetaci 124 (66,3 %) | 54 (58,1 %) 13 (65%) | 120 (64,8 %) | 40 (60,6 %) | 23 (65,7 %) | 8 (57,1 %)
Djevojéice | 63(33,7%) | 39 (41,9 %) 7 (35 %) 65 (35,1 %) | 26 (39,4%) | 12 (34,3%) | 6 (42,9 %)
Ukupno 187 (62,3%) | 93 (31 %) 20 (6,7 %) | 185(61,7%) | 66 (22,0%) | 35(11,7%) | 14 (4,7 %)

!Lako mentalno zaostajanje’ 2Umjereno mentalno zaostajanje; *Tesko mentalno zaostajanje; “Duboko mentalno zaostajanje

U tablici 6.3. navedeni su prenatalni i postnatalni ¢imbenici rizika koji mogu utjecati na

mentalno zaostajanje kod ispitanika. U tablici 6.4. prikazana je dob roditelja ispitanika s
mentalnim zaostajanjem.

Tablica 6.3. Cimbenici rizika ispitanika s mentalnim zaostajanjem

o - Lijekovi u
IUGR! Nedonos$enost Asfiksija Infekcija?
trudnoéi®
Broj
ispitanika 33 (11 %) 65 (21,7 %) 26 (8,7 %) 3(1%) 6 (2%)

TUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction); TORCH infekcije — infekcija uzrokovana

citomegalovirusom, virusom rubella, toxoplasmom gondii i HSV1/2; Antipsihotici, antidepresivi

Tablica 6.4. Dob roditelja u vrijeme rodenja ispitanika s mentalnim zaostajanjem

Dob (godine) Majka Otac
<20 7 (2,3 %) 0 (0 %)
20-29 115 (38,3 %) 87 (29 %)
30-39 133 (44,3 %) 156 (52 %)
40-50 45 (15 %) 54 (18 %)
>50 0 (0 %) 3(1%)
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Ukupan broj pozitivnih nalaza kod ispitanika s mentalnim zaostajanjem prema koriStenim
metodama (GTG-pruganje, FISH, MLPA, CMA, PCR, NGS) prikazan je u tablici 6.5.

Tablica 6.5. Ukupan broj pozitivnih nalaza prema koriStenim metodama

GTG FISH!? MLPA? CMA PCR?® MLPA* NGS® PCR-STRE®

Ukupno analizirano  (300) (29) (50) (27) (126) 3) ) 1)

Numericke aberacije 74 - - - - - - -

Strukturne aberacije 13 - - - - - - -

Mikrodelecije - 17 2 2 - - - 1
Mikroduplikacije - - 2 3 - - - -
Mutacije - - - - 11 3 2 -
Ukupno 87 17 4 5a+ 7b 11 3 2 1

1FISH probe koriStene za poznate lokuse (D22S75, ELN, SNRPN, WHSCR)
2SALSA MLPA probemix P036 Subtelomeres MIX 1 i SALSA MLPA probemix P070 Subtelomeres Mix 2B (proizvodac

MRC — Holland, Amsterdam, The Netherlands)

SPCR metoda broja ponavljaju¢ih CGG tripleta za dijagnozu fragilnog X sindroma

4SALSA MLPA probemix P015 MECP2 (proizvoda¢ MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands); utvrdena mutacija u genu
MECP2(c.1330G>A;813_837dup25)

5Sanger sekvencioniranje koristeno kod detekcije obiteljskog MZ-a i mikrocefalije, utvrdena mutacija u genu SMCAL1
(c.1235G>A; p.Arg412GIn)

6Analiza mikrosatelitnih lokusa (FEP/FPS, D15S659, D15S642, D15S541, D15S18, D15S11, D15S542, D15S1035,
D15S211, D15S131) kojom je potvrden PWS-UPD

aPatogeni nalazi utvrdeni CMA metodom

bVOUS i benigni nalazi utvrdeni CMA metodom

GTG-pruganjem je utvrden najveci broj pozitivnih nalaza kod sumnje na fenotipski poznate
sindrome. FISH metodom je utvrden ve¢i broj poznatih mikrodelecijskih sindroma negoli
metodom aCGH, no u istrazivanju je aCGH bila metoda izbora za ispitanike s nepoznatim
fenotipom. Metodom MLPA subtelomera utvrden je mali broj pozitivnih nalaza kod ispitanika

s mentalnim zaostajanjem. Ostale metode (PCR metoda koristena u dijagnostici FRAXA,
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MLPA u dijagnostici Rettovog sindroma) su se pokazale ucinkovitima u dijagnosticiranju

sindroma.

Prikaz broja ispitanika s mentalnim zaostajanjem kod kojih su utvrdeni poznati sindromi

metodama GTG-pruganja i FISH nalazi se u tablici 6.6.

Tablica 6.6. Broj ispitanika s poznatim sindromima utvrdeni GTG-pruganjem i FISH metodom

DS ES PS TS KS XXX Cdcs WHS DGS PWS AS WBS

62/62 2/2 11 2/5 5/10 2/5 4/4 212 4/8 4/10 Ya 2/3

DS — Downov sindrom; ES — Edwardsov sindrom; PS — Patauov sindrom; TS — Turnerov sindrom; KS — Klinefeterov
sindrom; XXX — Trostruki X sindrom; CdCS — Cri du Chat sindrom; WHS — Wolf-Hirschhornov sindrom; PWS — Prader-
Willijev sindrom; AS — Angelmanov sindrom; WBS — Williams-Beurenov sindrom

Rezultati utvrdeni MLPA za subtelomere kod ispitanika koju su uz mentalno zaostajanje imali i

dismorfiju fenotipa i epilepsiju prikazani su u tablici 6.7.

Tablica 6.7. Aberacije kod ispitanika s mentalnim zaostajanjem utvrdenih analizom MLPA

subtelomera koriStenjem proba P036 1 PO70

MLPA!? aCGH nalaz?
dup 21922.3 (P036) 21q22.3(48056401 — 48084156)°
del 19g13.43 (P070) Nije potvrdena delecija
del 19913.43(P070) Nije potvrdena delecija
dup 15qg11.2 (P070 i P036) Nije potvrdena duplikacija

!MLPA rezultat i probe kojima je utvrdena aberacija; 2aCGH — komparativna genomska hibridizacija na mikropostroju,
koriStena kao metoda za potvrdu/iskljucivanje aberacije utvrdene MLPA analizom; %aCGH analiza je pokazala

mikroduplikaciju u regiji 21q22.3 veli¢ine 27,7 kb koja je vjerojatno benigna
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Rezultati komparativne genomske hibridizacije na mikropostroju prikazani su u tablicama 6.8. i
6.9. Ispitanici kod kojih su utvrdene aberacije su uz mentalno zaostajanje imali i dismorfiju

fenotipa, zaostajanje u tjelesnom razvoju i epilepsiju.

Tablica 6.8. Patogene promjene utvrdene metodom komparativne genomske hibridizacije na

mikropostroju kod ispitanika s mentalnim zaostajanjem

aCGH nalaz Veli¢na promjene
17p13.1(7512573_8019071)x3 mat 506,5 kb
17p13.1(7512573_8019071)x3 mat 506,5 kb
7011.22(70017352_70189959)x12 172,6 kb
16p13.11p11.2(16,525,289-28,318,164)x4° 11,8 Mb
17q12(34856055_36248918)x3* 1,39 Mb

'aCGH analiza je pokazala tri kopije genoma u regiji 17p13.1 veli¢ine 506,5 kb maj¢inog podrijetla;
2aCGH analiza je pokazala novonastalu deleciju veli¢ine 172,6 kb u regiji 7q11.22;
3aCGH analiza je pokazala Cetiri kopije u regiji 16p13.11p11.2 veli¢ine 11.8 Mb. Promjena je novonastala;

4aCGH analiza je pokazala tri kopije genoma veli¢ine 1,44 Mb veli¢ine 1,39 Mb u regiji 17q12
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Tablica 6.9. Varijante nepoznatog klinickog znacenja i benigne promjene utvrdene metodom

komparativne genomske hibridizacije na mikropostroju kod ispitanika s mentalnim

zaostajanjem
aCGH nalaz Veli¢ina promjene Znadenje promjene
1p13.3(108332063_108739610)x3 pat 407,5 kb VOUS!
21¢22.3(48056401_48084156) 27,7 kb Vjerojatno benigna
1p35.3(28742683_28961074)x1 218 kb VOUS
1p31.1(71504641_71876032)x1 371 kb Vjerojatno benigna
16p13.3(5937863_6199920)x3 262 kb Vjerojatno benigna
15026.3(99389036_99435876)x1 465,8 kb VOUS
10024.32(103436184_104040469)x1,
604 kb;1484 kb;39,6 kb VOUS
11p14.1p13(29634061_31118086)x3,21¢22.3(48016846_48056450)x1
12p13.33(1555573_2998250)x3 1,44 Mb Vjerojatno benigna

WOUS - varijanta nepoznatog klinickog znacenja (engl. variants of uncertain clinical significance); Mb — megabaza; kb —

kilobaza

Popis gena kandidata utvrden odredivanjem tocaka loma FISH metodom i metodom aCGH

povezanih sa MZ-om kod ispitanika prikazan je u tablici 6.10.
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Tablica 6.10. Popis gena kandidata povezanih s mentalnim zaostajanjem kod ispitanika s

mentalnim zaostajanjem

OMIM simbol gena Pozicija gena
AUTS2 (*607270) 7q11.22
GRIN2 (*138253) 16p13.2
KDM6B (*611577) 17p13.1
LHX 1(*601999) 17q12
SMC1A (*300040) Xp11.2
SOX11 (*600898) 13934
MECP2 (*300005) Xq28
ZNF385B (*612344) 2q31.2-g31.3
SHANK3 (*606230) 22q13.33
BRPF1 (*602410) 3p25.3
WBSCR17 (*615137) 7911.22
NDE1 (*609449) 16p13.11
COMT (*116790) 22q11.21
ARVCF (*602269 22q11.21
TNKS (*603303) 8p23.1
SETD5 (*615743) 3p25.3
CDK6 (*603368) 7921.2
PCDH15 (*605514). 10g21.1
SLC5A11 (*610238) 16pl2.1
CACNG3 (*606403) 16pl2.1
WAC (*615049) 10p12.1

OMIM — McKausickov katalog mendelski nasljednih bolesti (prema engl. Online Mendelian Inheritance in Man); p-kratki krak
kromosoma; g — dugi krak kromosoma; AUTS2 — kandidatni gen za autizam (prema engl. Autism, susceptibility to, 2); GRIN2A
— receptor glutamata, ionotropski, n-metil-d-aspartat, podjedinica 2a (prema engl. G protein-regulated inducer of neurite
outgrowth 2); KDM6B-lizin specifi¢éna demetilaza 6B (prema engl. Lysine-specific demethylase 6b); LHX1 — lim homebox gen
1 (prema engl. Lim homeobox gene 1); SMCI— gen za strukturno odrzavanje proteina kromosoma (prema engl. Structural
maintenance of chromosomes 1a); SOX11 — SRY gen HMG box skupine (prema engl. Sry-related hmg-box gene 11); MECP2
— metil-cpg vezajuéi protein (prema engl. Methyl-cpg-binding protein 2); ZNF385B — protein cink prsta 385 (prema engl. Zinc
finger protein 385); SHANK3 — SH3 i viSestruke domene ponavljanja anikrina (prema engl. Sh3 and multiple ankyrin repeat
domains 3); BRPF1 — bomo domena i protein PHD-prsti (prema engl. Bromodomain- and phd finger-containing protein);
WBSCR17 — WBS kromosomska regija 17 (prema engl. Williams-Beuren syndrome chromosome region 17); NDE — protein za
neurorazvoj 1 (prema engl. Nude neurodevelopment protein 1); COMT — (prema engl. Catechol-o-methyltransferase); ARVCF
— prema engl. Armadillo repeat protein deleted in velo-cardio-facial syndrome); TNKS — Poli (ADP-riboza) polimeraza-1
(prema engl. Trfl-interacting, ankyrin-related adp-ribose polymerase); SETD5 — prema engl. Set domain-containing protein 5;
CDK6 — kinaza ovisna o ciklinu (prema engl. Cyclin-dependent kinase 6); PCDH15 — prema engl. Protocadherin 15;
SLC5A11 — superobitelji nosa¢a otopljenih tvari SLC (prema engl. Solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter);
CACNGS3 — kalcijski kanal ovisan o naponu, gama 3 podjedinica (prema engl. Calcium channel, voltage-dependent, gamma-3

subunit); WAC — prema engl. WW domain-containing adapter.
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6.1. Aberacije utvrdene GTG-pruganjem kod ispitanika s mentalnim zaostajanjem

GTG-pruganje kromosoma provedeno je kod svih 300 ispitanika s dijagnozom MZ-a.
Normalan kariotip je u utvrden kod 71 % (213/300) ispitanika. Kod 29 % ispitanika (87/300)
otkrivene su kromosomske aberacije, od Cega su numericke aberacije utvrdene u 85 %
ispitanika (74/87), od ¢ega su kod 9 ispitanika bile vezane uz spolne kromosome. Strukturne
aberacije su utvrdene kod 15 % (13/87) ispitanika. Patoloski kariotipovi su prikazani u
tablicama 6.11. 1 6.12.

Tablica 6.11. Kromosomski poremecaji utvrdeni kod ispitanika s mentalnim zaostajanjem

Nalaz kariotipa

46,XX,der(14,21)(q10;q10)+21mat
46,XY, +21,der(21;21)(gq10;g10)dn
46,XY,+21,der(21;21)(q10;q10)dn
46,XY ,der(14;21)(q10;g10)+21dn

47, XX,+21,der(21;21)(q10;910)der(21;21)(p10;p10)(71)/46,XX,der(21;21)(q10;q10)der(21;21)(p10;p10)(29)
48, XXY,+21

47, XX,+13

47,XX,+18

45X

47 XXY

47, XXX

47 XX, +der(22),t(X;22)(q28;911.2)mat
47, XX,+mar?dn[38]/46,XX,1gh+pat[62]
46,XX,der(2),t(2;4)(p25.1;931.3)pat
46,XY ,del(2)(q31933)

46,XY,r(22)dn

46,XY ,der(8)t(4;8)(p16.1;p23.1)
46,XX,der(4)t(4;13)(g33;914.1)mat
46,XX,t(6;10)(g16.1;921.1)pat
46,XY,1(9;22)(934.3;912)dn
46,XY,t(7;9)(q21.2;913)pat
46,XY,del3(p25)dn
46,XY,der(1)t(10;11;1)(10pter—10p11.2::11g25—11q23::1p34.3— 1 gter)mat,der(11)t(1;11)(p34.3;q23)mat,t(18;19)(q23;p1
3.3)dn

pat — ocinsko porijeklo promjene; mat — maj¢insko porijeklo promjene; dn — novonastala promjena; p — kratki krak
kromosoma; q — dugi krak kromosoma; pter — terminalni krak kratkog kromosoma; gter — terminalni krak dugog kromosoma;
der — derivirani kromosom; t — translokacija; gh — heteromorfizam kromosoma; mar — marker kromosom; r — prstenasti

kromosom (prema engl. ring chromosome)
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6.1.1. Fenotip i genotip ispitanika s numeri¢kim aberacijama utvrdenim GTG

pruganjem

Od numerickih aberacija najviSe je bio zastupljen regularni tip DS (57/62).
Translokacijski tip DS-a je utvrden kod 4 ispitanika. U jednom slucaju je utvrden zenski
kariotip: 47,XX,+21,der(21;21)(q10;q10)der(21;21)(p10;p10)(71)/46,XX,der(21;21)(q10;910)
der(21;21)(p10;p10)(29)dn. Rije¢ je o mozainom kariotipu s dvije stanicne linije. U 71 %
stanica utvrden je translokacijski tip trisomije 21 kod koje je jedan normalan kromosom 21
zamijenjen s dvama deriviranim kromosomima; jednim koji se sastoji od dva duga kraka
kromosoma 21 te drugim koji se sastoji od dva kratka kraka kromosoma 21. U 29 % stanica
utvrden je kariogram u kojem su oba normalna kromosoma 21 zamijenjena dvama deriviranim
kromosomima od kojih se prvi sastoji od dva duga kraka kromosoma 21, a drugi od dva kratka
kraka kromosoma 21. Opisane promjene u Kkariotipu su novonastale. Spol, ¢imbenici rizika i

komorbiditeti ispitanika s DS-om prikazani su u tablicama 6.12. i 6.13.

Tablica 6.12. Broj ispitanika po spolu i perinatalni ¢imbenici ispitanika s Downovim

sindromom
Spol n (%)
Zensko 30 (48,4 %)
Mugko 32 (51,6 %)

Perinatalni ¢cimbenici

IUGR!? 4 (6,5 %)
Nedonosenost 18 (29 %)
Asfiksija 11 (17,7 %)

TUGR — intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction)
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Tablica 6.13. Komorbiditeti ispitanika s Downovim sindromom

Komorbiditeti n (%)
Sr¢ana greska 33 (53 %)
Hirschprungova bolest 3 (4,8 %)
Hipotiroidizam 20 (32,2 %)
Anomalije urinarnog sustava 4 (6,5 %)
Anularni pankreas 1(1,6 %)
Stenoza dvanaesnika 1(1,6 %)
Trombocitopenija 5 (8,1 %)
Epilepsija 3 (4,8 %)
Leukemija 1(1,6 %)

Kod dva ispitanika je utvrden regularni tip trisomije 18 (Edwardsov sindrom). Oba
ispitanika su Zenskog spola sa karakteristicnom facijalnom dismorfijom. Jedan ispitanik ima
prirodenu sréanu gresku - ventrikularni septalni defekt (VSD) i epilepsiju, te izrazito tesko
psihomotoricko zaostajanje. Drugi ispitanik je teSko psihomotoricki zaostao, bez drugih

komorbiditeta.

Patauov sindrom utvrden je kod ispitanika zenskog spola. Fenotip ukljucuje
karakteristiénu dismorfiju lica, heksdaktiliju, izrazito tesko psihomotori¢kim zaostajanjem i

prirodenu sr¢anu gresku (VSD).

Kod pet ispitanika utvrden je Klinefelter sindrom. Svi ispitanici imaju lako mentalno

zaostajanje bez pridruZenih komorbiditeta.

Kod dva ispitanika utvrden je Turnerov sindrom. Jedan ispitanik ima umjereno
mentalno zaostajanje, usporen razvoj govora, priodenu sréanu gresku (VSD), te perinatalne
¢imbenike rizika koji uklju¢uju IUGR, nedonoSenost i asfiksiju. Drugi ispitanik je
karakteristicnog fenotipa sa usporenim razvojem govora i lakim MZ-om bez pridruzenih

komorbiditeta.
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Kod dva ispitanika utvrden je sindrom trostrukog X kromosoma. Jedan ispitanik ima
usporen razvoj govora i lako MZ, bez pridruzenih komorbiditeta. Drugi ispitanik ima usporen

razvoj govora bez drugih komorbiditeta.

6.1.2. Fenotip i genotip ispitanika sa strukturnim aberacijama utvrdenim GTG-

pruganjem

Ispitanik 1 je zenskog spola, bez perinatalnih ¢imbenika rizika s lakim MZ-om,
usporenim razvojem govora i dismorfijom fenotipa koja ukljucuje nizak rast kose na vratu,
Sirok nosni korijen, nisko polozene uske, spojene obrve, Siroki razmak izmedu ociju,
epikantalne nabore, mikrognatiju, nepravilan rast zubi, kratke prste, klinodaktiliju. Utvrden je
kariotip 46,XX,der(2)t(2;4)(p25.1;931.3)pat (slika 6.1.). Nalaz je potvrden FISH analizom
primjenom telomerne probe za kratki krak kromosoma 2 (Tel2p) i telomerne probe za dugi krak

kromosoma 4 (Tel4q).
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Slika 6.1. Kariogram ispitanika 1. Kariotip: 46,XX,der(2),t(2;4)(p25.1;q31.3)pat. Rije¢ je o zenskom kariotipu s deriviranim
kromosomom 2 kao posljedicom translokacije 2;4 oceva podrijetla (strelica). Izvor: fotografija iz arhive Laboratorija za

medicinsku genetiku pri Medicinskom fakultetu Osijek.

Ispitanik 2 je muskog spola s perinatalnim c¢imbenicima rizika koji ukljucuju
nedonosenost i asfiksiju. Umjereno je mentalno zaostao, ima zakasnjeli razvoj govora i
dismorfiju fenotipa koja ukljucuje visoko ¢elo, egzoftalmus, epikantalne nabore, sedlast nosni
korijen, visok svod nepca, mikrognatiju, siroka usta, nepravilan rast zuba, nizak rast kose na
vratu, nisko polozene uske, dvostruki ureter. Utvrden je muski kariotip koji ukljucuje
kompleksna strukturna razmijestanja  46,XY,der(1)t(10;11;1)(10pter—10p11.2::11q25—
11g23::1p34.3— I qter)mat,der(11)t(1;11)(p34.3;923)mat,t(18;19)(g23;p13.3)dn (slika 6.2.).
FISH-em je potvrden kompleksni kromosomski razmjesta;j (slika 6.3.).
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Slika  6.2. Kariogram ispitanika 2. Kariotip ~ 46,XY,der(1)t(10;11;1)(10pter—10p11.2::11g23::1qter)mat,
der(11)t(1;11)(p34.3;923)mat,t(18;19)(q23;p13.3)dn. Rije¢ je o muskom kariotipu koji sadrzi derivirani kromosom 11 koji
ukljucuje kromosome 10;11;1 naslijedene od majke (strelica). Recipro¢na je translokacija 18;19 de novo (strelica). Rije¢ je o
nebalansiranom Kkariotipu s posljedi¢nom delecijom kromosomskog segmenta 11p25->qter i duplikacijom 10pter->10p11.2.

Izvor: fotografija iz arhive Laboratorija za medicinsku geneitku pri medicinskom fakultetu Osijek.
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Slika 6.3. Potvrda kromosomske aberacije FISH metodom kod ispitanika 2. Fluorescentna in situ hibridizacija primjenom
proba za centromere 11, 18, subtelomere (11qter, 18qter, 19 gter) i kromosom specifi¢ne probe (wcp)-1, 10, 11 pokazuje
translokaciju telomerne regije 19p na telomerni kraj q kraka kromosoma 18. lzvor: fotografija iz arhive Laboratorija za
medicinsku genetiku pri Medicinskom fakultetu Osijek.

Ispitanik 3 je Zenskog spola s perinatalnim ¢imbenicima rizika koji ukljucuju
nedonosenosti i IUGR. Fenotip ukljucuje tesko psihomotori¢cko zaostajanje, dismorfiju lica
(mikrocefalija, hipertelorizam, epikantalni nabori, mala usta, nepravilan rast zub, visok svod
nepca, mikrognatija, lose oblikovane uske, duge i tanke prste na rukama obostrano,
klinodaktilija, nepravilni dermatoglife), nizak rast, zaostali tjelesni razvoj i epilepsiju.
Citogenetska analiza pokazala je kariotip 47,XX,+der(22)t(X;22)(q28;q11.2)mat (slika 6.4).
Primjenom FISH-proba specifi¢nih za regije na kromosomima 22 i X (LSI N25 —22q11.2, LSI
SHANKS3 - 22q13.3, CEP X- DXZ1, Xqter — MS607), utvrden je derivirani kromosom koji se
sastoji od regije kromosoma 22 (22pter—22q11.2) i X kromosoma (Xq28—Xqter).

43



§f
7 &, - ".; " :’. o
¥ | LY J
g W s .
'v > >
» 3 3 | &4 '
« " ’ e -
% v }‘a .. IR s L]
‘ : TN -
- gé {r p f2
8 3 g5 L e3
)
. P2 & ~-'b ":
. ¢ . N

Slika 6.4. Kariogram ispitanika 3. Kariotip 47,XX,+der(22),t(X;22)(928;911.2)mat. Rije¢ je o Zenskom kariotipu s utvrdenim
derivirani kromosom om 22 (strelica) koji se sastoji od regije kromosoma 22 (22pter—22ql1.2) i X kromosoma
(Xg28—Xqter) naslijedenim od majke. lzvor: fotografija iz arhive Laboratorija za medicinsku genetiku pri Medicinskom
fakultetu Osijek.

Ispitanik 4 je muskog spola sa perinatalim ¢imbenicima rizika koji ukljucuju asfiksiju i
IUGR. Fenotip ukljucuje tesko psihomotori¢ko zaostajanje, dismorfiju lica (mali opseg glave,
uzak o¢ni rasporak, male oci, kolobom Sarenice, gomoljast vrh nosa, mala usta, rascjep mekog i
tvrdog nepca, nisko polozene uske), hipoplasti¢an prsni kos, kratke prste, savijeni treéi i etvrti
prst na rukama, spojen treci i ¢etvrti prst na nogama, nerazvijen drugi prst na desnoj nozi. Ima
prirodenu sréanu gresku — otvoren duktus arteriozus i anomalije urogenitalnog sustava. Utvrden
je kariotip 46,XY,del(2)(q31g33). Rije¢ je o muskom kariotipu s intersticijskom delecijom
segmenta 20931-2qg33. Kariotip majke je normalan, uzorak periferne krvi oca nije dostupan za

citogenetsku analizu te nije moguce odrediti podrijetlo strukturne kromosomske promjene.

Ispitanik 5 je urednog fenotipa bez perinatalnih ¢imbenika rizika, sa umjerenim MZ-om.
Utvrden je kariotip 46,XY,r(22)dn. Primjenom FISH-proba specifi¢nih za regije kromosoma 22
(22q11.2, 22q12, 22qter) utvrdena je delecija 22q13 1 novonastali prstenasti kromosom 22.

Ispitanik 6 je muskog spola bez perinatalnih ¢imbenika rizika. Fenotip ukljucuje
umjereno MZ i dismorfiju lica (mikrocefalija, nizak rast kose na Celu, hirzutizam, Sirok nosni
korijen, anteverzija nosnica, loSe oblikovane i nisko polozene uske, mikrognatija) i prirodenu
sr¢anu greSku (VSD). Utvrden je kariotip 46,XY ,der(8)t(4;8)(4pter—4p16.1::8p23.1—8qter)dn
(slika 6.5.). Primjeno lokus specificnih FISH proba 4pl16.3, centromera 4, centromera 8 i
subtelomera 8p (WHSC1, CEP4, CEPS) utvrdena je segmentalna trisomija (4pter-pl6.1) i
segmentalna monosomija terminalne regije kromosoma 8 (8pter-p23.1) (slika 6.6.).
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Slika 6.5. Kariogram ispitanika 6. Kariotip 46,XY,der(8)t(4;8)(4pter—4p16.1::8p23.1—8qter)dn. Radi se o muskom kariotipu
s deriviranim kromosomom 8 koji sadrzi segment 4pter-4p16.1 te segment 8p23.1-8qter (strelica). Izvor: fotografija iz arhive

Laboratorija za medicinsku genetiku pri Medicinskom fakultetu Osijek.

Slika 6.6. Potvrda kromosomske aberacije FISH metodom kod ispitanika 6. Fluorescentna in situ hibridizacija primjenom
lokus specifilnih proba na centromeru 8 i subtelomeru 8p (CEP8) utvrdena je segmentalna monosomija terminalne regije

kromosoma 8 (8pter-p23.1). lzvor: fotografija iz arhive Laboratorija za medicinsku genetiku pri Medicinskom fakultetu Osijek.

Ispitanik 7 je Zenskog spola s umjerenim MZ-om, usporenim psihomotorickim
razvojem, zaostajanjem u rastu i dismorfijom fenotipa koji ukljucuje hipertelorizam,
mikroretrognatiju, nisko polozene i lose oblikovane uske. Od pridruzenih anomalija ima
dilatacijsku  kardiomiopatiju. Kod ispitanika je utvrden mozaiCan Zenski kariotip
47,XX,1gh+pat,+mar?dn[38]/46,XX,1gh+pat[62]. U 62 % analiziranih stanica utvrden je
normalan Zenski kariotip s heteromorfizmom kromosoma 1 (46,XX,1gh+pat), a navedena
varijanta naslijedena je od oca. U 38 % analiziranih stanica utvrden je Zenski kariotip s
prekobrojnim marker kromosomom i heteromorfizmom kromosoma 1
(47,XX,1gh+pat,+mar?dn). Nadeni marker kromosom je novonastao. Primjenom FISH proba
(cenM-FISH i subcenM-FISH za kromosom 5) utvrdeno je da se radi o deriviranom
kromosomu 5 koji sadrzi kromosomske regije p1?4—qll.1, odnosno da marker kromosom

sadrZzi 1 heterokromatinski i eukromatinski materijal.
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Ispitanik 8 je muskog spola s lakim MZ-om, hipotonijom i dismorfijom fenotipa. Kod
ispitanika 8 utvrden je muski kariotip 46,XY,del3(p25)dn. Rije¢ je o muskom kariotipu sa 46
kromosoma koji pokazuje segmentalnu monosomiju 3p25-pter. Promjena je novonastala.

Ispitanik 9 je zenskog spola sa teSkim psihomotorickim zaostajanjem, dismorfijom
fenotipa (mikrocefalija, mikroftalmija, arahnodaktilija, rascjep tvrdog nepca, lose oblikovane
uske), malformacijom srca i bubrega i epilepsijom. Kariotip je  46,XX
der(4)t(4;13)(q33;q14.1)mat. Rije¢ je o nebalansiranom Zzenskom kariotipu s gubitkom
kromosomskog segmenta 4q33qter 1 suviskom kromosomskog segmenta 13ql4.1qter

naslijedenog od majke.

Ispitanik 10 ima umjereno MZ i dismorfiju fenotipa koja ukljuc¢uje mali opseg glave,
Sirok korijen nosa, visok svod nepca, prirodenu sréanu gresku (VSD). Utvrden je kariotip
46,XX,t(6;10)(q16.1;q21.1)pat. RijecC je o zenskom kariotipu s 46 kromosoma i reciprocnom
translokacijom izmedu kromosoma 6 i 10 (tocke loma 6q16.1 1 10g21.1). Uvidom u kariotipove
roditelja utvrdeno je oc¢insko porijeklo ove kromosomske promjene (otac je takoder nositelj
recipro¢ne translokacije 6;10). Primjenom FISH proba (DGSII, D10Z1 i ASP6q) potvrden je
nalaz GTG-pruganja.

Ispitanici 11 i 12 su muskog spola s umjerenm MZ-om, hipotonijom i dismorfijom
fenotipa koji ukljucuje brahicefaliju, izboCene frontalne tubere, hipertelorizam, epikantalne
nabore, sinofris, nize polozene uske, anteverziju nosnica, gotsko nepce i nizak rast kose na
vratu. Utvrden je kariotip 46,XY,t(9;22)(q34.3;q12)dn. Rije¢ je o muskom kariotipu s 46
kromosoma i balansiranom recipro¢nom translokacijom izmedu dugih krakova kromosoma 9 i
22. Primjenom FISH proba (ABLI1, VIJ2yRM2241, MS607, BCR, TBXI1) utvrdena je
translokacija telomerne regije 99 na dugi krak kromosoma 22, translokaciju telomerne regije
22q na dugi krak kromosoma 9 te normalne hibridizacijske uzorke za kromosomske regije
22011.219934.1.

Ispitanik 13 je muskog spola s lakim MZ-om, usporenim razvojem govora i urednim
fenotipom. Utvrden je kariotp 46,XY,t(7;9)(q21.2;q13)pat. Rije¢ je o muskom kariotipu s 46
kromosoma i balansiranom recipro¢nom translokacijom izmedu kromosoma 7 i 9. Promjena je

oc¢inskog porijekla.
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6.2. Mikrodelecijski sindromi kod ispitanika s mentalnim zaostajanjem

Ukupno je utvrdeno 18 ispitanika s fenotipski poznatim mikrodelecijskim sindromima.
Utvrdeno je Cetiri ispitanika s DiGeorgeovim sindromom, pet ispitanika s Prader-Willijevim
sindrom, dva ispitanika s Williams-Beurenovim sindromom, ¢etiri sa Cri du Chat sindromom,
dva s Wolf-Hirschorrnovim sindromom i jedan s Angelmanovim sindromom. U tablicama
6.14., 6.15., 6.16., 6.17. i 6.18. prikazani su ¢imbenici rizika, komorbiditeti ispitanika i nalazi
logopeda i psihologa.

Tablica 6.14. Prenatalni ¢imbenici rizika i obiljezja ispitanika s DiGeorgeovim sindromom

Ispitanik14 Ispitanik15 Ispitanik16 Ispitanik17

IUGR! Ne Ne Ne Ne
Asfiksija Ne Da Ne Ne
Nedonosenost Da Ne Ne Ne
Sréana greska Da?? Da? Da* Ne
Imunodeficijencija Ne Da Ne Ne
Hipoparatiroidizam Ne Ne Ne Da
Gluhoéa Da Da Ne Ne
Mentalno zaostajanje Lako Umjereno Umjereno Lako
Jezi¢no-govorni razvoj Usporen Usporen Usporen Usporen

TUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction); 2Ventrikularni septalni defekt; 3Atrijski

septalni defekt; “Dvostruki izlaz krvnih Zila iz desne klijetke (prema engl. Double outlet right ventricle)
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Tablica 6.15. Prenatalni ¢imbenici rizika i obiljezja ispitanika s Prader Willijevim i

Angelmanovim sindromom

Ispitanik18 | Ispitanik19 Ispitanik20 Ispitanik21 | Ispitanik22 | Ispitanik23
IUGR? Da Da Ne Ne Ne Ne
Asfksija Ne Ne Ne Ne Ne Ne
Nedonosenost Da Ne Ne Ne Ne Ne
Strabizam Da Da Da Da Ne Ne
Epilepsija Ne Ne Ne Ne Ne Da
Mentalno zaostajanje Lako Umijereno Umijereno Tesko Lako Tesko
Jezi¢no-govorni razvoj Usporen Usporen Usporen Usporen Usporen Usporen
LJUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction)
Tablica 6.16. Prenatalni ¢imbenici rizika i obiljezja ispitanika s Williams-Beurenovim
sindromom

Ispitanik24 Ispitanik25

IUGR?! Da Da
Nedonosenost Da Ne
Sréana greska Da? Da34
Mentalno zaostajanje Lako Umjereno
Jezi¢no-govorni razvoj Usporen Usporen

LTUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction); ?Stenoza pluéne arterije; 3Ventrikularni

septalni defekt; “Atrijski septalni defekt
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Tablica 6.17. Prenatalni ¢imbenici rizika i obiljezja ispitanika s Cri du Chat sindromom

Ispitanik26 Ispitanik27 Ispitanik28 Ispitanik29
IUGR? Ne Da Ne Ne
Asfiksija Ne Ne Ne Ne
Nedonosenost Da Ne Ne Da
Sréana greska Ne Ne Da? Ne
Epilepsija Da Ne Ne Ne
Mentalno zaostajanje Tesko Duboko Duboko Umjereno
Jezi¢no-govorni razvoj Nerazvijen Nerazvijen Nerazvijen Zakasnjeli

HIUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction);? Ventrikularni septalni defekt
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Tablica 6.18. Prenatalni ¢imbenici rizika i obiljezja ispitanika s Wolf-Hirschhornovim

sindromom

Ispitanik30 Ispitanik31
IUGR? Ne Da
Asfiksija Ne Ne
Nedonosenost Da Ne
Sréana greska Ne Ne
Epilepsija Da Ne
Anomalije mozga Ne Ne
Mentalno zaostajanje Tesko Duboko
Jezi¢no-govorni razvoj Nerazvijen Nerazvijen

TUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction)

6.3. Cimbenici rizika i obiljeZja ispitanika s fragilnim X sindromom i Rettovim

sindromom

Ukupno je utvrdeno 11 ispitanika s fragilnim X sindromom (FRAXA). Kod tri

ispitanika utvrden je Rettov sindrom. U tablici 6.19. prikazani su prikazani su ¢imbenici rizika,

komorbiditeti ispitanika i nalazi logopeda i psihologa.

Tablica 6.19. Broj ispitanika s fragilnim X sindromom i sindromom Rett i nalaz logopeda i

psihologa
Usporen Zakasnieli Izostanak
aKasnjel
jezi¢no- o ! jezi¢no- 1Q 1Q 1Q
. jezi¢no-
govorni ) ) govornog _ i e L
| govorni razvoj _ 50-69 35-49 <20
razvoj razvoja
Fragilni X sindrom 7 4 _ 6 5 )
Rettov sindrom - - 3 ) i 3

Lako mentalno zaostajanje’ 2 Umjereno mentalno zaostajanje; *Duboko mentalno zaostajanje




6.4. Cimbenici rizika i obiljeZja ispitanika ispitanika s aberacijama utvrdenim
metodom MLPA subtelomera
Od 50 analiziranih ispitanika kod njih ¢etvero utvrdene su kromosomske aberacije

koriStenjem MLPA metode, i to kod jedne djevojCice i troje dje¢aka. U tablici 6.20. prikazani

su ¢imbenici rizika, komorbiditeti ispitanika i nalazi logopeda i psihologa.

Tablica 6.20. Prenatalni ¢imbenici rizika i obiljezja ispitanika s aberacijama u subtelomernim

regijama koristenjem MLPA metode

Ispitanik32 Ispitanik33 Ispitanik34 Ispitanik35

IUGR!? Da Ne Ne Ne
Asfiksija Ne Ne Ne Ne
NedonoSenost Ne Ne Ne Ne
Epilepsija Da Da Da Da
Mentalno zaostajanje Tesko Blago Umjereno Lako
Jezi¢no-govorni razvoj Nerazvijen Usporen Usporen Usporen
Dismorfija Ne Da Da Da

LIUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction)

6.5. Cimbenici rizika i obiljeZja ispitanika s aberacijama utvrdenim metodom

komparativne genomske hibridizacije na mikropostroju

Od 27 analiziranih pacijenata, kod 5 ispitanika utvrdena je patogena promjena. U tablici

6.21. prikazani su ¢imbenici rizika, komorbiditeti ispitanika i nalazi logopeda i psihologa.
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Tablica 6.21. Prenatalni ¢imbenici rizika i obiljezja ispitanika s patogenim promjenama

utvrdenim metodom komparativne genomske hibridizacije na mikropostroju

Ispitanik36 Ispitanik37 Ispitanik38 Ispitanik39 Ispitanik40

IUGR! Da Da Da Ne Ne
Asfiksija Ne Ne Ne Ne Ne
NedonoSenost Ne Ne Ne Ne Ne
Epilepsija Ne Ne Ne Da Da
Anomalije mozga Da Ne Ne Da Ne
Sréana greska Ne Ne Da Ne Ne
Mentalno zaostajanje Lako Lako Umjereno Umjereno Lako
Jezi¢no-govorni razvoj Usporen Usporen Usporen Usporen Usporen
Dismorfija Da Da Da Da Da

LIUGR - intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction)

6.6. Cimbenici rizika i obiljeZja ispitanika bez utvrdenog genetitkog uzroka

mentalnog zaostajanja

Kod 168 ispitanika dostupnim citogenetickim, molekularno-citogenetickim i
molekularnim metodama nisu utvrdeni geneti¢ki uzroci mentalnog zaostajanja. U tablicama
6.22. 1 6.23. prikazani su cimbenici rizika, komorbiditeti ispitanika i nalazi logopeda i

psihologa.
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Tablica 6.22. Cimbenici rizika i komorbiditeti ispitanika s mentalnim zaostajanjem bez

utvrdenog genetickog uzroka

o . . Src¢ana . B
IUGR! Asfiksija NedonoSenost Epilepsija Dismorfija
greska
Djecaci 8 3 2 2 552
Djevojcice 7 8 6 1 28
Ukupno 15 11 8 3 83

LIUGR — intrauterini zastoj u rastu (prema engl. Intrauterine growth restriction); 2Ukljuceni i ispitanici 41 i 42 s mutacijom u

genu SMC1A(c.1235G>A,; p.Arg412Gin) koja nije povezana sa fenotipom

Tablica 6.23. Nalaz logopeda i psihologa ispitanika s mentalnim zaostajanjem bez utvrdenog

genetickog uzroka

Usporen ZakaS$njeli 1zostanak

Zostana
jezi¢no- jeziéno- ) 1Q 1Q 1Q 1Q

) ) razvoja
ovorni ovorni _ g0l _ 402 _ 943 4
Y _ Y _ e 50 — 69 35-49 20 - 34 <20

razvoj razvoj

Djecaci 44 25 10 83 19 12 5
Djevojcice 77 10 2 36 6 5 2
Ukupno 121 35 12 119 25 17 7

!Lako mentalno zaostajanje: 2Umjereno mentalno zaostajanje; *Tesko mentalno zaostajanje; “Duboko mentalno zaostajanje
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7. Rasprava

Etiologija MZ-a je varijabilna i ukljucuje vise ¢imbenika od genetickih, pa do okolisnih
¢imbenika posebno socijalnih gdje u sredini koja nije razvojno poticajna moze utjecati na
kognitivni razvoj pojedinca. Veliki ¢imbenik rizika su i perinatalni i postnatalni ¢imbenici
rizika posebno infekcije sredisnjeg ZivEanog sustava (SZS), ali i odredeni lijekovi koristeni
tijekom trudnoée koji osim §to uzrokuju MZ, imaju utjecaj i na fenotip, $to ukazuje na vaznost
uzimanja detaljne anamneze. Stoga je cilj istrazivanja bio utvrditi ne samo genetic¢ku etiologiju
MZ-a, nego prenatalne i perinatalne ¢imbenike koji su doveli do MZ-a. Uzimanjem detaljne
anamneze utvrdeni su socioekonomski ¢imbenici koji su kod djece s genetickim uzrokom
mogli utjecati na stupanj kognitivnog razvoja, ili su uputili u eventualni autosomno dominatni
obrazac nasljedivanja mentalnog zaostajanja u obitelji. Klinicki pregled koji ukljucuje detaljan
opis dismorfije fenotipa, kao i pripadaju¢ih komorbiditeta uputili SU na dijagnozu specifi¢nih
mikrodelecijskih sindroma. Definirano je podrijetlo aberacije, kao i utjecaj na fenotip koji je
bio varijabilan izmedu pojedinaca sa istim genetickim uzrokom. To ukazuje na vaznost tocnog
definiranja veli¢ine promjene na utvrdivanje gena koji nedostaju ili su visak, §to nam
omogucuje bolje razumijevanje varijabilnosti fenotipa. To¢no definiranje korelacije fenotip-
genotip bitno je za utvrdivanje komorbiditeta, kao i njihovo praéenje, ali i pravovremeno
lijeCenje, jer se neki komorbiditeti mogu javiti u kasnijoj zivotnoj dobi. Utvrdivanjem podrijetla
aberacije omoguceno je genetiCko savjetovanje i prenatalna dijagnostika. Istrazivanje je
pokazalo da ispitanici koji imaju geneticku podlogu MZ-a Cesto imaju i prenatalne ¢imbenike
rizika kao $to su IUGR i nedonosenost. Utvrdeno je da svi ispitanici imaju usporen jezi¢no-
govorni razvoj, a kod nekih je usporen i rani motori¢ki razvoj. Uporabom citogenetickih,
molekularno-citogenetickih metoda i metoda molekularne genetike utvrdili smo geneticku
etiologiju MZ-a kod dijela ispitanika uklju¢enih u istrazivanje. Opisani su potencijalni geni
kandidati u podlozi MZ-a.

Nedostatak istrazivanja je dugotrajnost, te pracenje ispitanika koje je neophodno radi
pravilne fenotipizacije koja se kod pojedinih bolesnika s godinama mijenja te radi postupnosti
geneticke obrade koja je kod djece s MZ-om =zahtijevala viSestruke reevaluacije
visedisciplinarne obrade kao i slikovnih i geneti¢kih analiza. Kod definiranja novih fenotipova
vazno je provesti kompleksnu obradu, a potom ju pratiti kroz vrijeme kako bi se moglo

adekvatno prikazati fenotip 1 pripadajuce komorbiditete koji se razvijaju tijekom rasta i razvoja.
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S obzirom na ograni¢enu dostupnost genetickih metoda, kod djela ispitanika uzrok MZ-a ¢e za
sada ostati neutvrden, a ve¢inom je rije¢ o ispitanicima s izoliranim MZ-om. Dio pacijenata
pocetno ukljucenih u pracenje prestao je dolaziti na kontrolu, manji dio roditelja/skrbnika nisu

dali suglasnost za daljnje istrazivanje te su morali biti iskljuceni iz studije i pracenja.

Odavno je prepoznato da je vise muske djece s MZ-om u odnosu na Zensku djecu (25 —
30 %) $to se moze objasniti ve¢im udjelom X-vezanog mentalnog zaostajanja zbog veéeg broja
mutiranih gena na X kromosomu (155). Prema literaturi, MZ se i do Cetiri puta ¢eSce javlja kod
djecaka nego kod djevojcCica. Neke studije sugeriraju da je blago MZ mozda zastupljenije medu
zenama; medutim, ove studije provedene su u specificnim zajednicama i ne moraju se nuzno
primjenjivati na opéu populaciju. Omjer djecaka i djevojcica u naSem istrazivanju iznosi
1,75:1, odnosno ispitano je gotovo dvostruko vise djeCaka nego djevojCica. Ta varijacija u
omjeru moze biti posljedica selekcije ispitanika, no i dalje je u skladu s literaturnim podatcima,

a posljedica je inace veceg udjela djecaka u populaciji pacijenata s MZ-om.

Najces¢i pojedina¢ni nalazi u podlozi MZ-a prema literaturnim podatcima su
kromosomske aberacije koje se nalaze u 4 - 34 % ispitanika s MZ-om. Numericke
kromosomske aberacije ¢ine oko polovice svih uzroka MZ-a. To se prvenstveno odnosi na
aberacije utvrdene GTG-pruganjem, a to su trisomija 21, potom slijede trisomija 18 i 13.
Ucestalost numerickih aberacija se kre¢e oko 8,8 % (156). Broj detektiranih numerickih
kromosomskih aberacija kod ispitanika s dijagnozom MZ-a uvelike ovisi o uklju¢ivanju ili
iskljuc¢ivanju ispitanika s klinickom dijagnozom DS-a. Kako je provedeno istraZivanje
ukljucivalo ispitanike s klinickom slikom DS-a ukupni postotak detektiranih kromosomskih

aberacija GTG-pruganjem (81,1 %) je nesto veéi u odnosu na dosadasnja istrazivanja (157).

Postotak detektiranih mikrodelecijskih sindroma je nizi u odnosu na literaturu §to ovisi
o0 selekciji ispitanika. Mali broj pacijenata s DGS u nasem istrazivanju mogao bi se objasniti
varijabilnos¢u fenotipa koji je u nekim slu€ajevima vrlo blag ili se moze zamijeniti s drugim
sindromima. Karakteristi¢an fenotip ispitanika s PWS, WHS i CdCS bio je prisutan kod svih
ispitanika u dojenackoj dobi kada je i postavljena dijagnoza. Svi ispitanici s CdCS imaju tesko
MZ, osim jednog ispitanika koji ima umjereno MZ. Blazi fenotip se moze povezati sa manjom

delecijom 5p, a u literaturi se spominju sli¢ni sluéajevi gdje je veli¢ina delecije 5,5Mb (158).

Povezanost fenotipa i genotipa kod nebalansiranih i balansiranih strukturnih aberacija

utvrdenih GTG-pruganjem su opisane u nastavku.
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Nebalansirana translokacija 2;4, nastala kao posljedica oCeve balansirane translokacije
t(2;,4)(p25.1;931.3) s posljedicnom parcijalnom trisomijom 4q31.3—qter i parcijalnom
monosomijom 2p25.1—pter kod ispitanika 1 ima fenotipskih znacajki opisanih kod pacijenata
sa sindromom duplikacije 4q i monosomijom 2p. Cernakova i suradnici (159) su opisali
dup(4)(q28-qgter) kod pacijenta sa teskim MZ-om, mikrocefalijom i dismorfijom, dok su Cui i
suradnici (160) prikazali dup(4)(g27-gter) kod pacijenta s niskim rastom, blazim MZ-om i
dismorfijom. Duplikacija u regiji 4q uzrokuje razlicite klinicke slike, a fenotip pacijenata sa
zahva¢enom regijom 4q31-933 karakterizira usporeni psihomotoricki razvoj, duboko
postavljene oci, strabizam, hipertelorizam, epikantalni nabori, nisko postavljene i lose
oblikovane uske, kratak vrat, klinodaktilija i blago MZ (161). Francis i suradnici (162) su
opisali del(2)(pter-p24) kod pacijenta sa niskim rastom, mikrocefalijom i dismorfijom. Lo-
Castro i suradnici (163) su opisali del(2)(pter-p25.2) kod pacijenata sa mikrocefalijom,
dismorfijom, MZ-om, bez odstupanja u rastu. Osim mikrocefalije i niskog rasta, ispitanik 1 ima
veéinu obiljezja sindroma duplikacije 4q. Regija 2p25.1 sadrzi SOX11 gen (OMIM*600898).
SOX proteini reguliraju ekspresiju gena, djelujuéi bilo kao transkripcijski pojacivac ili utiSavac
i imaju ulogu u vise razvojnih procesa (164, 165), pa tako i u neurokognitivnom razvoju.

Monosomija 2p moze imati u¢inak na MZ kod ispitanika (166, 167).

Duplikacija 10pter->10p11.2 nastala je kao posljedica nebalansirane translokacije
t(10;11;1)(10pter—10p11.2::11g25—11q23::1p34.3—1gter). Promjena je naslijedena od majke
nositeljice balansirane translokacije. Duplikacija 10pter opisana je u sklopu trisomije 10, a u
vecina slucajeva je rezultat obiteljske balansirane translokacije. Najcesca tocka loma nalazi se
na poziciji pll, ali moze biti distalnije i rezultirati djelomi¢nom trisomijom. U regiji se nalaze
geni WAC (OMIM*615049), DFNB33 (OMIM607239*), MTPAP (OMIM*613669). Gen WAC
izrazen je U mozgu, a mutacije u genu su povezane s MZ-om. Klinicka slika pacijenata
ukljucuje MZ, niski rast, hipotoniju u dojenackom razdoblju i dismorfiju lica (visoko i
izboceno Celo, naglaSene obraze, epikantalne nabore, Sirok nosni korijen, nisko poloZene uske,
visok svod nepca, mikrognatiju). Megarbane i suradnici (168) opisali su duplikaciju
10p11.2—p12.2 kod pacijenta s MZ-om, strabizmom i mikrognatijom. Fryns i suradnici (169)
su opisali pacijenta sa parcijalnom duplikacijom kratkog kraka kromosoma 10
dup(10p)(pter—pl12::p12::pl2—qter) i fenotipom koji je ukljucivao dismorfiju i tesko MZ.
Kulharya i suradnici (170) su opisali pacijenta s MZ-om, dismorfijom fenotipa i anomalijama
mokra¢nog sustava. Fenotip ispitanika 2 Kkoji uklju¢uje umjereno MZ, visoko Ccelo,

egzoftalmus, epikantalne nabore, sedlast nosni korijen, visok svod nepca, mikrognatiju, Siroka
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usta, nepravilan rast zuba, nizak rast kose na vratu, nisko polozene uske, dvostruki

mokrac¢ovod, ima klinicke znacajke djelomicne trisomije kromosoma 10 (171).

Derivirani kromosomom 22 koji se sastoji od regije kromosoma 22 (22pter—22q11.2) i
X kromosoma (Xq28—Xqter) naslijedenim od majke, rezultirao je trisomijom 22011.2 i
monosomijom Xqg28 kod ispitanika 3. Gen MECP2 (OMIM*300005) koji se nalazi u regiji
Xq28 kodira protein Mecp2 koji sudjeluje u aktivaciji i deaktivaciji transkripcije gena. Najvise
je zastupljen u zivéanim stanicama, posebno mozgu gdje sudjeluje u sazrijevanju neurona I
odrzavanju sinapsi (172, 173). Iako su mutacije u samom genu uzrok teSkog psihomotorickog
zaostajanja i povezane su s klasi¢nim Rett sindromom, opisane su i delecije gena MECP2 kao
rijedak uzrok teskog psihomotorickog zaostajanja i epilepsije (174, 175, 176, 177). Hipotonija,
MZ, apnoi¢ne atake, encefalopatija u ranoj dojenackoj dobi kod ispitanika 3 zajednicke su s
pacijentima sa intersticijskom duplikacijom u regiji 22q11.2 veli¢ine 3Mb koju su opisali
Edelmann i suradnici (178). Regija 22q11.2 sadrzi gene TXNRD2 (OMIM*606448), COMT
(OMIM*116790) i ARVCF (OMIM*602269) koji imaju ima utjecaj na kognitivni razvoj.
Delecija regije Xq28 koja zahvaca MECP2 gen moze se povezati sa simptomatskom

epilepsijom 1 teSkim psihomotorickim zaostajanjem kod ispitanika 3.

Intersticijska delecija segmenta 2931-2g33 povezana je s MZ-om, dismorfijom lica,
anomalijama srca, oka i udova (179). Regija 31933 na kromosomu 2 sadrzi gen ZNF385B
(OMIM*612344) koji je izrazen u mozgu, a ima ulogu transkripciji RNA. Anomalije udova
posljedica su delecije HOXD Kklastera (180, 181). Klaster HOXD (HOXD13, HOXD11,
HXOD10, HOXD9, HXOD8, HOXD4, HOXD3, HOXD1 (OMIM*142987) jedan je od Cetiri
homologna genska klastera koji kodiraju transkripcijske ¢imbenike koji imaju ulogu u
embrionalnom razvoju i formiranju udova. Opisani fenotip pacijenata u literaturi prisutan je i
kod ispitanika 4, a ukljucuje teSko psihomotori¢ko zaostajanje, anomalije udova, sr¢anu gresku,
mikrocefaliju, ptozu kapaka, uzak o¢ni rasporak, rascjepljenu uvulu, mali nos, lose oblikovane i
male uske, dugacak filtrum, tanku gornju usna, mikrognatiju, zastoj u rastu i razvoju i

anomalije oka — kolobom Sarenice.

Prstenasti kromosom nastao kao posljedica delecije regije 22913 i subtelomerne regije
22pter doveo je do gubitka SHANK3 gena (OMIM*606230) u regiji 22q13. SHANK3 gen
kodira protein Prosap2 koji se nalazi u postsinapsama i ekscitatornim sinapsama i najvise je
zastupljen u malom mozgu. Haploinsuficijencija gena kod svih ispitanika odgovara klini¢koj
slici koja ukljucuje zaostanje u psihomotori¢kom razvoju, usporen jezi¢no-govorni razvoj i MZ

(182, 183). Medu 10 dosad opisanih slucajeva s kriptickom delecijom 22qter svi pokazuju
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usporen jezi¢no-govorni razvoj. Ostale klinicke znacajke, dismorfija, anomalije ekstremiteta,
autisticni poremecaji i poremecaji ponaSanja su oOpisane kod pacijenata sa prstenastim
kromosomom 22 (184). Kod pacijenta sa delecijom 22qter opisano je lako MZ i normalan rast i
opseg glave, §to je slicno fenotipu ispitanika 5. Razliciti fenotipovi prstenastog kromosoma 22 i

delecije 22gter mogu biti posljedica susjedne disfunkcije gena (185).

Novonastala  nebalansirana  translokacija  t(4:8)(4pter—4p16.1::8p23.1—8qter)
rezultirala je djelomi¢nom trisomijom 4p i monosomijom 8p kod ispitanika 6. Ispitanik 6 ima
mikrocefaliju, dismorfiju lica, MZ i sréanu greSku. Sr¢ana greska prisutna kod ispitanika 6
moze se povezati s delecijom u genu GATA4 (OMIM*600576) koji se nalazi u regiji 8p. Slican
fenotip je opisan kod delecije 8p23 i delecije 8p21 (186). Gen TNKS (OMIM*603303) ima
ulogu u regulaciji duljine telomera putem ADP ribozilaze. Povezuje se s MZ-om kod pacijenata
sa sindromom delecije 8p23.1. Grani¢no MZ je opisano kod ispitanika gdje gen TNKS nije bio
zahvacen, $to upucuje na povezanost izmedu tezine MZ-a s delecijom gena. Khelifa i suradnici
(187) opisali su pacijenta sa sindromom delecije 8p i mikrocefalijom, dismorfijom lica i MZ-
om, no bez srcane greske. Mikrocefalija je vjerojatno rezultat delecije gena MCPH1
(OMIM*607117), Sto je opisano u vise slucajeva sa delecijom 8pter. Takoder, zabiljeZene su
mutacije ovog gena povezane s primarnom autosomno recesivnom mikrocefalijom 1. Vecina
ispitanika sa zahvacenom regijom 4p16.3 ima MZ i zaostatak u rastu, §to moze bit povezano s
duplikacijom gena FGFR3 na poziciji 4p16.3. To bi moglo biti objasnjenje za nedostatak
zaostajanja u rastu kod ispitanika 6. Izuzev mikrocefalije ispitanik 6 ima ve¢inu klinickih
znacajki povezanih sa duplikacijom 4p (nizak rast kose na vratu, hirzutizam, Sirok nosni

korijen, nisko postavljene uske, tesko psihomotori¢ko zaostajanje) (188).

Kod ispitanika 7 utvrden je prekobrojni marker kromosom 5p. Vedina slucajeva
trisomije kratkog kraka kromosoma 5 povezana je s nasljednom obiteljskom translokacijom,
dok je opisano samo pet slucajeva marker kromosoma 5p. Kljucna regija za sindrom trisomije
5p nalazi se distalno na kratkom kraku 5p13 te su simptomi sli¢ni kao u slucaju ¢iste trisomije
Spter—5p13. Klinicka slika najcesée obuhvaca MZ, dismorfiju fenotipa i hipotoniju (189). Kod
svih pacijenata opisanih u literaturi zahvac¢en je NIPBL gen (OMIM*608677) koji kodira
protein delangina, koji igra ulogu u razvoju. Patogene mutacije unutar gena NIPBL uzrokuju
haploinsuficijenciju i povezane su sa sindromom Cornelia de Lange. Duplikacije regije na
kromosomu 5 koje sadrze ovaj gen zabiljezen je kod pacijenata sa kaSnjenjem u kognitivnom
razvoju, ali i morfogenezi. Dilatacijska kardiomiopatija opisana je kod slu¢ajeva sa mutacijom

NIPBL gena, dok su pacijenti s duplikacijom 5p13 imali aortalnu dilataciju i epilepsiju (190).
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Dilatacijska kardiomiopatija opisana kod ispitanika 7 nije do sada povezana sa prekobrojnim

markerom kromosoma 5.

Klinicka slika ispitanika 8 sa segmentalnom monosomijom 3p25 preklapa se s
intersticijskom delecijom 3p25 delecije koje su opisali Gunnarsson i Foyn Bruun (191), Riess i
suradnici (192) i Peltekova i suradnici (193). Ispitanik 8 ima fenotipske sli¢nosti, ukljuéujuci
MZ, hipotoniju, dismorfiju, s opisanim slucajevima, dok nije imao sréanu gresku, epilepsiju i
mikrocefaliju koju su opisali Peltekova i suradnici (193) gdje je delecija zahvacala regiju
distalno od centromere. Varijabilnost u tezini MZ-a opisanog u pojedinim slu¢ajevima
sindroma delecije 3p upucuje na to da vise gena u regiji 3p sudjeluje u nastanku kognitivnog
zaostajanja. Gen SETD5 (OMIM*615743) nalazi se u regiji 3p25, najviSe je izrazen U mozgu.
Haploinsuficijencija gena SETD5 opisana je kod pacijenata sa blagim do teskim MZ-om.
Pacijenti s mutacijama SETD5 pokazali su fenotipsku sli¢nost sa sindromom 3p25, pa bi se
delecija gena SETD5 mogala povezati s klinickim znacajkama navedenog sindroma, posebno s
MZ-om (194).

Nebalansirana translokacija t(4;13)(g33;914.1) kod ispitanika 9 naslijedena je od majke.
Translokacija je rezultirala parcijalnom trisomijom 13gl14.1qter i parcijalnom monosomijom
4q33qter. Parcijalne duplikacije koje zahvacaju proksimalni segment (13q11— ql4) pokazuju
neke znacajke trisomije 13 (Patau sindroma) koje ukljucuju sedlast korijen nosa, gomoljast
nosni vrsak, rascjep tvrdog i mekog nepca, klinodaktiliju. Pacijenti s distalnim duplikacijama
(13q14—qter) imaju vecinu obiljeZja sindroma parcijalne trisomije 13 koje ukljucuju tesko
psihomotoricko zaostajanje, mikrocefaliju, mikroftalmiju, preaurikularne kozne privjeske,
rascjep nepca, epilepsiju, srcanu gresku, polidaktiliju (195, 196). Ispitanik 9 ima mikrocefaliju,
mikrooftalmiju, rascjep nepca, sr¢anu gresku i klinodaktiliju, dok polidaktilija 1 preaurikularni
privjesci nisu opisani. Dutrillaux i suradnici (197) su opisali mikroftalmiju i teSko
psihomotoricko zaostajanje kod pacijenta s del4 (q33—qter) nastalom kao posljedica t(4;21),
dok su pacijenti sa del4(q33—qter) imali sedlast korijen nosa, mikrognatiju, malpoziciju prstiju
i zaostatak u rastu $to nije opisano kod ispitanika 9 (198).

Balansirane translokacije se smatraju jednim od mogué¢ih uzroka MZ-a. Nema to¢nih
podataka o ucestalosti balansiranih translokacija kod MZ-a, ali u jednoj studiji utvrdeno je da
je u 1,5 % pacijenata s MZ-om balansirana translokacija povezana sa MZ-om (199). U studiji
koju su proveli Fryns i suradnici (200) utvrden je sli¢an udio balansiranih translokacija medu
pacijentima s MZ-om. Translokacija moze dovesti do disrupcije u genu, a utvrdivanje tipa

poremecaja u slijedu moze ukazivati na potencijalni gen MZ-a. Balansirane translokacije
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1(9;22)(934.3;912); t(7;9)(g21.2;q13) uvrdene kod ispitanika 11, 12 i 13 do sada nisu opisane u
literaturi kao uzrok MZ-a. Kod ispitanika 11 i 12 u regiji 993.1 nalazi se gen GFI1B (OMIM*
604383) koji kodira transkripcijski faktor za hematopoezu i megakariopoezu, a povezan je sa
poremecajima zgrusavanja. Nije povezan s fenotipom ispitanika. Regija 22q11.2 sadrzi gene
odgovorne za fenotip DGS (TBX1, COMPT i PRODH), a gen TBX1 odgovoran za veéi dio
fenotipa DGS, prema klinickoj slici nije povezan sa fenotipom ispitanika. Kod ispitanika 13
translokacijom su zahvacene regije 7021.2 i 9913. U regiji 79q21.2 nalazi se gen CDK6
(OMIM*603368) koji je eksprimiran u kori velikog mozga i gen je kanidat za AR mikrocefaliju
(OMIM#616080). Mutacija u genu CDK6 opisana je u konsangvinoj obitelji s mikrocefalijom i

umjerenim MZ-om (201). Prema Decipher bazi podataka (https://decipher.sanger.ac.uk/) nisu

utvrdeni poznati geni u regiji 9q13 povezani sa fenotipom. U regiji 10g21.1 koja je zahvacena
kod ispitanika 10 sa t(6;10)(q16.1;921.1) nalazi se gen PCDH15 (OMIM*605514). Mutacije u
genu PCDH15 povezane su sa Usherovim sindromom (OMIM#602083), a zabiljezeno je u vise
slu¢ajeva pojava neuropsihijatrijskih problema kod pacijenata sa navedenim sindromom (202).
Mutacije u genu PCDH15 opisane su u kod pacijenta sa mikrocefalijom, gluho¢om i MZ-om
(203). Gen PCDH15 koji kodira ¢lana super porodice kadherina koji doprinosi neuralnom
razvoju i funkciji, mogao bi biti gen kandidat za MZ kod ispitanika 10. Prema bazi podataka
Decipher kod pacijenta s mikrocefalijom, MZ-om, sr¢anom greSkom i dismorfijom utvrden je

heterozigni status gena PCDH1.

Povezanost fenotipa i genotipa kod ispitanika s utvrdenim kromosomskim aberacijama

metodom aCGH opisana je u nastavku.

Kod ispitanika 36 i 37 utvrdene su tri  kopije genomske regije
17p13.1(7512573_8019071) veli¢ine 506,5 kb. Regija 17p13.1 sadrzi 23 gena, od Cega su
patogeni TP53, WRAP53, KDM6B, CHD3, GUCY2D, ALOX12B, ALOXE3. Geni ALOX12B i
ALOXE3, povezani su s urodenom ihtiozom (OMIM#242100; OMIM#606545); gen GUCY2D
povezan je s distrofijom mreznice 6 (OMIM#601777) i Leberovom urodenom amaurozom 1
(OMIM#204000). Gen TP53 (OMIM*191170) kodira protein p53, kljuénu komponentu u
kontroli kontrolne tocke stani¢nog ciklusa i odrZavanju integriteta genoma, povezan je s
nastankom karcinoma. WRAP53 gen (OMIM*612661) povezan je s kongenitalnom
diskeratozom (OMIM#613988). Nijedan od ovih patoloskih gena nije povezan sa fenotipom
ispitanika. Gen KDM6B (OMIM*611577) kodira histon H3K27 demetilazu koja sudjeluje u
demetilaciji histona H3 koji regulira ekspresiju gena tijekom neuroloSkog razvoja.

Heterozigotne mutacije u genu KDMG6B opisane su kod pacijenta sa neurorazvojnim
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poremecajima, dismorfijom lica 1 anomalijama koStang sustava (prema engl.
Neurodevelopmental disorder with coarse facies and mild distal skeletal abnormalities,
NEDCFSA; OMIM#618505). KDM6B gen bi se mogao biti kandidatni gen MZ-a kod
ispitanika 35 i 36. U literaturi je do sada opisano sedam slucajeva s mikroduplikacijom
17p13.1, a veli¢ine duplikacije su bile izmedu 62,50 i 788 kb (204, 205, 206, 207, 208, 209).
Fenotip pacijenata je varijabilan, ali je svima zajednicko mentalno zaostajanje, dismorfija
fenotipa i nizak rast. Coutton i suradnici (206) opisali su duplikaciju u regiji 17p13.1 veli¢ine
568 kb kod pacijenta s makrocefalijom, dismorfijom koja je ukljucivala naglaseno i visoko
¢elo, trokutasti oblik lica i mikrognatiju, te Smanjen rast. Smanjen rast povezan sa deficitom
IGF-1 opisali su i Leka-Emiri i suradnici (204). Geni GABARAP i SLC2A4 su povezani sa
smanjenim rastom, dok je gen GABARAP povezan i s MZ-om. Kod ispitanika nisu utvrdeni
geni povezani sa smanjenim rastom, s obzirom da u zahvacenoj regiji (7512573 8019071) nisu
prisutni poznati geni povezani sa smanjenim rastom. S obzirom da je duplikacija 17p13.1
prisutna i kod majke ispitanika s istim fenotipom moguce da je ovdje rije¢ o obiteljskom
smanjenom rastu koji se smatra normalnom varijantom u populaciji. Makrocefaliju su opisali
Mooneyham i suradnici (209) kod dva pacijenta, te Coutton i suradnici (206). Mikrocefalija
prisutna kod ispitanika nije do sada opisana kod duplikacije u regiji 17p13.1. U literaturi je
mikrocefalija opisana kod duplikacije u regiji 17p13.1 i povezuje se s delecijom gena ASGR1,
ACADVL, DVL2 i GABARAP, no visak gena se ne povezuje s mikrocefalijom (210). Belligini i
suradnici (205) su opisali duplikaciju 17p13.1 (6013291_9214914) veli¢ine 790 — 830 kb kod
pacijenta sa MZ-om, niskim rastom, epilepsijom, pretilos¢u i endokrinoloskim poremecajima
koji su ukljucivali hipotireoidizam i dijabetes. Geni NLGN2 (OMIM*606479) i
EFNB3(OMIM*602297) kandidati su za MZ. GLUT4 gen (OMIM*138190) ima ulogu u
dijabetesu tipa 2. Kuroda i suradnici (208) su opisali duplikaciju 17p13.1 (6013291 9214914)
veli¢ine 3,2 Mb kod pacijenta s MZ-om, dismorfijom koja je uklju¢ivala okruglo lice, Sirok
nosni vrSak, anteverziju nosnica, a od endokrinoloSkih poremecaja pacijent je imao
dislipidemiju. Kod ispitanika nisu opisani endokrinoloSki poremecaji niti epilepsija, a
dismorfija lica kod ispitanika koja ukljucuje trokutast oblik lica, sinofris, anteverziju nosnica,
mikrognatiju, nizak rast kose na ¢elu nije prisutna u opisanim slucajevima. S obzirom na velike
razlike u fenotipu ispitanika u usporedbi s ostalim opisanim slucajevima moguce je da je
duplikacija 506,5 kb funkcionalno neutralni polimorfizam broja kopija, a fenotip obitelji moze
biti rezultat drugih genetskih abnormalnosti.
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Kod ispitanika 38 wutvrdena je delecija velicine 172,6 kb u regiji 7ql1.22
(70017352_70189959) koja zahvaca gen AUTS2 (OMIM*607270). Gen AUTS2 aktivira
ekspresiju gena u mozgu vezuéi se za polycomb represivni kompleks 2 (PRC2) koji sadrzi
histon metiltransferazu koja potiskuje transkripciju gena remodeliranjem kromatina. Disrupcije
U genu su povezane s MZ-om i smatra se genom kandidatom za MZ (211). Fenotip pacijenata
sa disrupcijom gena AUTS2 ukljucuje mikrocefaliju, nizak rast, hipertelorizam, ptozu,
proptozu, epikantalne nabore, mikrognatiju, prirodenu sréanu gresku, artrogripozu, hipotoniju i
epilepsiju. Vecina pacijenata s delecijom ima poteskoce s hranjenjem i slabije napredovanje na
tjelesnoj tezini. Kalscheuer i suradnici (212) su opisali pacijenta s teSkim MZ-om, hipoplazijom
korpus kalozuma, obostranom hipoplazijom vidnog Zivca, gluho¢om i kifoskoliozom, te
dismorfijom koja je uklju¢ivala makroglosiju, mikrognatiju, nisko polozene i loSe oblikovane
uske. Fenotip ispitanika 38 koji ukljuéuje MZ, IUGR, hipotoniju, sréanu gresku, skoliozu,
ekvinovarus stopala, mikrocefaliju, rascjep tvrdog nepca, provodnu nagluhost, dijeli veéinu
fenotipskih oznaka povezanu s disrupcijom u genu AUTS2, osim rascjepa nepca i epilepsije.
Smatra se da pacijenti s malim delecijama egzona 2 — 5 gena AUTS2 imaju blazu klini¢ku sliku,
dok delecije koje uzrokuju haplinsuficijenciju gena su povezane sa tezim MZ-om kod
pacijenata. Hipersocijalno ponasanje je opisano kod nekih pacijenata sa AUTS2 sindromom
(OMIM#615834). U regiji 7q11.22 nalazi se i gen WBSCR17 (OMIM*615137) koji se nalazi u
blizini AUTS2 gena. Gen WBSCR17 je dio obitelji GALNT gena koji uklju¢uju GALNTS,
GALNT9 i GALNT18, a izrazeni su u mozgu i smatraju se odgovornima za specificno

hipersocijalno ponasanje pacijenata sa WBS-om (213).

Kod ispitanika 39 utvrdene su Cetiri kopije regije 16p13.11p11.2 velic¢ine 11.8 + 0,1 Mb.
Tetrasomija kromosoma 16 nije do sada opisana ni u jednom slucaju. Fenotip ispitanika
usporedili smo s fenotipom ispitanika s parcijalnom duplikacijom 16p i trisomijom 16p
opisanim u literaturi. Parcijalna 16p duplikacija opisana kod 27 pacijenata najcesée je
zahvacala citogeneticki regiju 16p13.13, a fenotip je uklju¢ivao mikrocefaliju, dismorfiju
fenotipa (ptozu, uske o€ne rasporke, rascjep nepca, mikrognatiju) i prirodenu sréanu greSku
(214). Ispitanik 39 ima MZ, mikrocefaliju, uze o¢ne rasporke, gomiljast vrSak nosa, dugacak
filtrum, visok svod nepca, nize polozene uske, hipolaziju korpusa kalozuma, epilepsiju i
ADHD. Nema mikrognatiju i sr€anu gresku. Pacijenti sa trisomijom 16p13.11 imaju epilepsiju,
razvojen anomalije mozga, ADHD, psihomotoricko zaostajanje, a kod nekih se opisuje i
dismorfija fenotipa koja ukljuCuje sedlast korijen nosa, retrognatiju, epikantalne nabore,
sindaktiliju te malformacije srca i bubrega (215). Geni prisutni u regiji 16p13.11 su C160rf45,
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KIAA0430, NDE1, MYH11, FOPNL, ABCC1, ABCC6, NTAN. Dva od ovih gena, NDE1
(OMIM*609449) i NTAN1 (OMIM*615367), ukljuceni su u neurokognitivni razvoj. lako je
gubitak broja kopija u tim genima rezultirao neuroloskim manifestacijama na Zzivotinjskim
modelima, uloga dupliciranja ovih gena u poremecajima ponasanja i kognitivnih sposobnosti
nije dobro utvrdena. Regija 16p11.2p12.2 zbog svoje velike kolicine STR lokusa smatra se
kandidatnom regijom za autisticne poremecaje. Finelli i suradnici (216) su opisali pacijente
kojima je zajednicko obljezje lako do umjereno tesko MZ 1 autisti¢ni spektar poremecaja. Geni
SLC5A11 (OMIM*610238) i CACNG3 (OMIM*606403) povezuju se s autizmom, a mogu se
povezati s ADHD-om kod ispitanika.

Kod ispitanika 40 utvrdene su tri kopije veli¢ine 1,39 Mb regije 17q12
(34856055_36248918). Fenotip ispitanika pokazuje sli¢ne klinicke znaCajke s 17912
duplikacijskim sindromom (OMIM#614526). Mefford i suradnici (217) su opisali dva pacijenta
s blagim do umjerenim MZ-om, epilepsijom i fokalnom kortikalnom displazijom. Geni LHX1
(OMIM*601999) i TCF2 (OMIM™* 189907) nalaze se u regiji 17912 i smatraju se odgovornima
za kognitivno funkcioniranje. Mencarelli i suradnici (218) su opisali pacijenta sa teskim MZ-
om i viSestrukim malformacijama koje ukljuc¢uju mikroftalmiju, rascjep mekog nepca, sr¢anu
gresku i brahidaktiliju. Zahvaéena regija veli¢ine 1,8 Mb obuhvatila je TCF2 gen. Nagamani i
suradnici (219) su opisali pet pacijenata s MZ-om. Duplikacije kod svih pacijenata obuhvacale
su najmanje 1,06 Mb, a zahvaéale su gene LHX1, CCL3L3 (OMIM*609468) i SNIP
(OMIM*610786). Caselli i suradnici (220) opisali su pacijenta s MZ-om i duplikacijom
veli¢ine 12,4 Mb kromosoma 17q11.2-q12, koji obuhvaca gen NF1 (OMIM*613113). Pacijent
je imao megakalikozu lijevog bubrega, hipoplasti¢an korpus kalozum, dolihocefaliju, trokutasto
lice, mikrognatiju i hipotoniju. Fenotip ispitanika ukljucuje lako MZ, epilepsiju i dismorfiju,
bez malformacija drugih organa, $to se moze objasniti manjom zahvacenosti regije 17q12, gdje
su zahvaceni geni LHX1 (OMIM*601999) i SNIP (OMIM*610786) Koji su visoko izraZzeni u

mozgu.

Hemizigotna mutacija u genu SMC1A (c.1235G>A; p.Arg412GIn) prema bazi podataka
ClinVar smatra se varijantom nepoznatog znacenja
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/976786/, pristupljeno 1. listopada 2020).
SMC1A gen (OMIM*300040) kodira protein SMC1A koji je dio multiproteinskog kompleksa

koji je ukljuen u koheziju kromatida tijekom replikacije DNA 1 regulacije transkripcije.
Hemizigotne mutacije u genu SMC1A (c.2368C>T;p.Arg790Trp) opisane su kod pacijenata sa

Cornelia de Lange sindromom (OMIM#300590) i razvojnim zaostajanjem i encefalopatijom
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(prema engl. Developmental and epileptic encephalopathy 85, with or without midline brain
defects, DEE85; OMIM#301044). Fenotip ispitanika 41 i 42 uklju¢uje mikrocefaliju, lako MZ i
blazu dismorfiju fenotipa bez fenotipskih znacajki sindroma. Varijanta je prisutna kod majke
koja takoder ima mikrocefaliju, ali je urednog kognitivnog razvoja, stoga fenotip ispitanika

vjerojatno nije povezan s hemizigotnom mutacijom u genu SMC1A.

U istrazivanju je najveéi udio kromosomskih aberacija utvrden citogenetiCkim
metodama (87/300), a vecinom je bilo rije¢ o ispitanicima koji su uz MZ imali dismorfiju
fenotipa, ali i malformacije organskih sustava. Najveci udio su ¢inile numeri¢ke kromosomske
aberacije kao $to je DS (62/87), u 17 ispitanika utvrdene su strukturne aberacije. Prema
literaturi postoje velike razlike u ucestalosti kromosomskih aberacija utvrdenih citogeneti¢kim
metoda kod pacijenata s MZ-om. Ispitivanje provedeno na 419 djece s MZ-om na jugu Tajvana
utvrdila je kromosomske abnormalnosti u 22,43 % slucajeva, a trisomija 21 (DS) je utvrdena u
77 slucajeva (18,38 %). Aneuploidije spolnih kromosoma pronadene su u tri slu¢aja (0,72 %), a
strukturne abnormalnosti autosoma pronadene su u 13 slucajeva (3,10 %) (221). U istrazivanju
provedenom na 200 djece s MZ-om u Argentini otkrili su kromosomske abnormalnosti u 42
sluaja (21 %), u 26 slucajeva strukturne aberacije (222). Dvije studije provedene su u
Nizozemskoj. Jedno istrazivanje provedeno u Amsterdamu utvrdilo je u 22,1 % ispitanika
aberacije citogenetickim metodama. Od toga je 14,3 % bilo bolesnika s DS-om, a 6,1 % je
imalo druge kromosomske abnormalnosti (223). Drugo istrazivanje provedeno u Amsterdamu
pokazalo je da je 7,5 % pacijenata imalo strukturne kromosomske aberacije (224). Istrazivanje
provedeno u Poljskoj pokazalo je da je uCestalost abnormalnih kariotipa kod pacijenata s MZ-
om bila 10,1 %. Medutim, postotak utvrdenih kromosomskih aberacija u bolesnika s izoliranim
MZ-om iznosio je 2,2 % (225). Tako je ukupna uc¢estalost kromosomskih abnormalnosti u ovim
istrazivanjima bila sli¢na, u drugim istrazivanjima zabiljeZeni su niski postotci kromosomskih
aberacija. Celep i suradnici (2006) utvrdili su samo 4,81 % uzroka MZ-a citogenetickim
metodama u istrazivanju provedenom na 457 pacijenata s MZ-om. Van Karnebeek i suradnici
(2002) su pokazali je da je prosjek utvrdenih kromosomskih aberacija klasi¢nom citogenetikom
oko 9,5 %, i to 4,1 % kod ispitanika s lakim i umjerenim MZ-om, pa do ¢ak 13,3 % s teskim
MZ-om udruzenih s malformacijama. Rezultati navednih istrazivanja ukazuju na potrebu
uporabe klasi¢nih-citogenetickih i molekularno-citogenetickih metoda kod dijagnoze pacijenata

s MZ-om.

U skupini ispitanika kojima je napravljena MLPA analiza subtelomera svi ispitanici su

imali uredan kariotip, a kod muskih ispitanika je iskljucen fragilni X sindrom. Aberantni
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rezultati su nadeni kod 8 % (4/50) ispitanika. Mala detekcija kormosomskih aberacija MLPA
analizom kod ispitanika s MZ-om u provedenoj studiji moze biti posljedica iskljucivanja iz
postupka MLPA analize ispitanika s vidljivim strukturnim i numeri¢kim kromosomskim
aberacijama utvrdenim GTG-pruganjem, kao i ispitanika s fragilnim X sindromom, te
ispitanika sa fenotipski poznatim mikrodelecijskim sindromima potvrdenim FISH analizom.
Prema studiji koja je obuhvacala 11688 ispitanika s MZ-om submikroskopske aberacije
subtelomernih kromosomskih regija nalaze se u 2,5 % ispitanika (226). Studija u Poljskoj
provedena na 256 ispitanika s idiopatskim MZ-om utvrdila je pozitivan nalaz u 15 (4,8 %)
pacijenata (227). U studiji provedenoj na 180 pacijenata s MZ-om u 7 % su utvrdene
subtelomerne aberacije i to ve¢inom delecije (228). Wu i suradnici (2010) su u istrazivanju na
451 kineske djece s idiopatskim MZ-om utvrdili u 5,1 % ispitanika abnormalnosti u
subelomernoj regiji (229), dok su Palomares i suradnici (230) utvrdili dvostruko veéi postotak
subtelomernih aberacija. S obzirom na to da je MLPA metoda u ovome istrazivanju testirana
kao metoda probira, dobivene smo rezultate dodatno testirali metodom aCGH kojom je samo
kod jednog ispitanika povrdena promjena (dup21g22.3) koja se smatra vjerojatno benignom.
Ovakve razlike u nalazima moZzemo objasniti ¢injenicom da su se promjene detektirane MLPA
metodom nalazile blizu mjesta hibridizacije probe te su se interpretirala kao delecija, a moguée

da je rije¢ o SNP-u.

Pregledom literature koja navodi upotrebu aCGH tehnike u evaluaciji ispitanika s MZ-
om, postotak detektiranih patogenih aberacija krece se izmedu 15 — 20 % (231, 232). Postotak
detektiranih patogenih aberacija u provedenom istrazivanju iznosi 18,5 % (5/27), dok je
postotak vjerojatno benignih i VOUS aberacija nesto veci i iznosi 25,9 % (7/27). U studiji
provedenoj u Finskoj na 150 pacijenata s idiopatskim MZ-om patogene varijante su utvrdene u
28 (18,6 %) pacijenata (233). Studija provedena na Tajvanu provedena na 177 ispitanika s MZ-
om utvrdila je veliku stopu patogene varijante u ¢ak 57 ispitanika. Schoumans i suradnici u
studiji provedenoj na 41 ispitanika s MZ-om utvrdili kromosomske aberacije u 9,8 % pacijenata
(234). Sve veca rezolucija platforma povecava broj detektiranih aberacija s
nesigurnim/nepoznatim utjecajem na fenotip Sto predstavlja izazov u utvrdivanju patogenih
aberacija u podlozi MZ-a. Prema literaturi analiza detektiranih promjena u broju kopija DNA
temelji se na pretrazivanju bioinformati¢kih baza podataka i utvrdivanju da li je detektirana
aberacija prisutna kao varijacija u broju kopija kod normalnih osoba, te da li postoje objavljeni
slu¢ajevi s istim aberacijama i uputnim dijagnozama. Obzirom na sve vecu rezoluciju

istrazivanja humanog genoma veliki izazov predstavlja interpretacija detektiranih promjena u
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broju kopija, Sto se osobito odnosi na VOUS. Promjene u Kklasifikaciji su posljedica
kombinacije razli¢itih faktora medu kojima su: novi literaturni podatci koji razjaSnjavaju
fenotipske posljedice  CNV-ova S$to ukljuCuje redefiniranje najmanje kriticne regije
mikrodelecijskih/mikroduplikacijskih sindroma, novi dokazi o funkcionalnim u¢incima CNV-
ova, otkrivanje novih kandidat gena u podlozi neurorazvojnih poremecaja upotrebom
molekularnih tehnika i NGS-om. Uzimajuci sve navedeno, interpretacija metode kromosomske

analize na mikropostroju u nekim slu¢ajevima jos uvijek predstavlja izazov.

U istrazivanju metoda aCGH je postigla ve¢u stopu otkrivanja potencijalno patogenih
varijanti od MLPA. Metoda GTG-pruganja je u naSem istrazivanju pokazala vecu stopu
detekcije strukturnih kromosomskih aberacija u odnosu na aCGH. Ovakav nalaz moguce je
interpretirati manjim brojem ispitanika kod kojih je ucinjen aCGH. Veli¢inu strukturnih
anomalija kromosoma obi¢no je tesko definirati samo na temelju klasi¢ne citogenetske analize,
zbog njegove ogranicene razlucivosti, $to otezava povezivanje fenotipa i genotipa. No, bez
kariotipizacije bilo bi vrlo tesko utvrditi mehanizam nastanka balansiranih kromosomskih
aberacija, gdje ne mozemo iskljuciti moguénost njihovog doprinosa etiologiji MZ-a kod
ispitanika. Tako aCGH metoda ne otkriva to¢kaste mutacije, balansirane translokacije, inverzije
ili mozaicizam niske razine, stopa dijagnoze u klinickoj primjeni je 2,5 puta veca od uobicajene

analize kariotipizacije.

S obzirom na dostupnost genetickih analiza, kod djela ispitanika (168/300) uzrok MZ-a
¢e za sada ostati neutvrden, posebno kod ispitanika s izoliranim MZ-om, gdje su vjerojatan
uzrok monogenske promjene koj bi se uvrdile metodom paralelnog sekvenciranja genoma
(prema engl. Next genome sequencing, NGS). Metoda NGS-a bi nam takoder pomogla u
utvrdivanju intragenskih aberacija kod nekarateriziranih gena detektiranih metodom aCGH, no
zbog nedostupnosti navedene analize isto nije ucinjeno. Napretkom dijagnostickih metoda u
laboratorijskoj genetici kao $to su metoda masivnog paralelnog sekvenciranja koja omogucéava
sekvenciranje neogranicenog broja gena u jednom genetickom testu u buducnosti ¢e omoguciti
detekcijunovih poremecaja povezanih sa MZ-om, ali i drugih geneti¢kih poremecaja. Vazno je
znati da interpretacija rezultata NGS testiranja predstavlja veliki dijagnosticki izazov, jer ¢e biti
vazno uspostaviti kvalitetne klinicke smjernice. Izuzetno je vazna dobra suradnja izmedu
lijenika medicinskog geneti¢ara, laboratorijskog medicinskog geneti¢ara kao 1 lijecnika
specijalista u drugim klinickim podruc¢jima, jer je za interpretaciju NGS nalaza Cesto potrebna

opseznija klini¢ka obrada kao 1 definiranje klinickog fenotipa 1 pripadajuc¢ih komorbiditeta.
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8. Zakljucak

Iz ovog istrazivanja proizlaze slijedeci zakljucci:

e provedeno istrazivanje ukazuje da su citogeneticke, molekularno-citogenetic¢ke tehnike i
tehnikemolekularne genetike povecale stopu otkrivanja genetickog uzroka mentalnog
zaostajanja, Sto olaksava definiranje novih genetskih sindroma

e najveci broj aberacija je utvrden koriStenjem citogenetickih tehnika, s najve¢im udjelom
numerickih kromosomskih aberacija

e u slucajevima otkrivanja strukturne aberacije GTG-pruganjem, FISH tehnika je
omogucila preciznu karakterizaciju zahvacenih kromosomskih segmenata, te sadrzaja
gena zahvadéene regije

e FISH tehnikom su utvrdeni poznati mikrodelecijski sindromi

e rezultati provedenog istrazivanja ukazuju na vaznost potvrde MLPA rezultata drugom
tehnikom, s obzirom da metoda aCGH nije potvrdila nalaze MLPA subtelomera

e aCGH tehnika je omogucila utvrdivanje novih genotipova kod djece s mentalnim
zaostajanjem i dismorfijom

e rezultati istrazivanja upucuju na vaznost primjene suvremenih citogenetickih metoda u

geneti¢koj evaluaciji osoba s dijagnozom mentalnog zaostajanja
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9. Sazetak

Uvod: Mentalno zaostajanje (MZ) zahvaca 2 — 3 % opc¢e populacije, heterogene je etiologije, a
smatra se da je u 50 - 60 % slucajeva uzrok geneticki, $to predstavlja izazov u dijagnostici

mentalnog zaostajanja.

Cilj istrazivanja: Definirati korelaciju genotip-fenotip kod ispitanika s MZ-om primjenom
tehnika citogeneticke, molekularno-citogeneticke i molekularne genetike (GTG-pruganje,

FISH, MLPA, aCGH, NGS) ¢ime ¢e se povecati stopa otkrivenih genomskih poremecaja.

Ispitanici i metode: Opservacijsko presjecno istrazivanje obuhvatilo je 300 djece od 0 do 18
godina zivota s MZ-om, s dismorfijom i bez nje, pregledanih u Ambulanti za genetiku i na
Odjelu za genetiku Klinike za pedijatriju KBC-a Osijek u razdoblju od 2008. do 2018. godine.
Deskriptivni podatci prikazani su apsolutnim i relativnim frekvencijama, odnosno udjelima.

Opisani su novi fenotipovi te korelacije genotip-fenotip.

Rezultati: Najveci broj kromosomskih aberacija je utvrden koristenjem citogenetic¢kih tehnika i
to u 29 % (87/300) ispitanika. FISH tehnikom su utvrdeni poznati mikrodelecijski sindromi u
58,6 % (17/29) ispitanika, dok su aCGH tehnikom utvrdene aberacije u 18,5 % (5/27)
ispitanika. Molekularno-geneticka analiza broja tripleta CGG utvrdila je u 8,7 % (11/126)

ispitanika fragilni X sindrom kao uzrok MZ-a.

Zakljucak: Kombinacijom uporabe citogenetickih i molekularnih tehnikao tkriven je veci broj
kromosomskih i submikroskopskih aberacija u podlozi MZ-a, §to olak$ava definiranje novih
genetskih sindroma i povezivanje genotipa i fenotipa.

Klju¢ne rije¢i: aCGH, fenotip, FISH, genotip, GTG, mentalno zaostajanje, MLPA
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10. Summary

Background: Mental retardation (MR) affects 2 — 3 % of the general population, it is of
heterogeneous etiology, and it is considered to be genetic in 50 - 60 % cases, which is a

challenge in the diagnosis of mental retardation.

Objectives: To define genotype-phenotype correlations in patients with MR the pediatric
population using cytogenetic and highly sensitive techniques of molecular (cyto) genetics
(FISH, MLPA, aCGH, NGS) which will increase the rate of detected genomic disorders.

Subjects and methods: The observational cross-sectional study included 300 children from 0
to 18 years of age with MR with and without dysmorphia examined in the genetics clinic and
genetics department, Clinic for Pediatrics, University Hospital Center Osijek in the period from
2008 to 2018. Descriptive data are expressed in absolute and relative frequencies, ie

percentages. New phenotypes and genotype-phenotype correlations are described.

Results: The highest number of chromosomal aberrations was determined using cytogenetic
techniques in 29 % (87/300) of subjects. FISH technique revealed microdeletion syndromes in
58,6 % (17/29) of subjects, while aCGH determined aberrations in 18,5 % (5/27) of subjects.
Molecular genetic analysis of the number of CGG triplets in 8,7 % (11/126) subjects detected

fragile X syndrome as a cause of MR.

Conclusion: The combination of cytogenetic and molecular techniques revealed a larger
number of chromosomal and submicroscopic aberrations in the MR background, which
facilitates the definition of new genetic syndromes and correlation of genotypes and

phenotypes.

Keywords: aCGH, FISH, G-banding, genotype, mental retardation, phenotype, MLPA
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