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Predgovor

Istrazivanje je provedeno na Klinici za pedijatriju u Klinickom bolni¢kom centru Osijek te u
Laboratoriju za medicinsku genetiku pri Katedri za medicinsku biologiju i genetiku

Medicinskog fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.



Sazetak

Ciljevi istrazivanja su sljede¢i: a) validacija metode izravnoga PCR-a s tri pocetnice
(engl. direct triplet-primed PCR, dTP-PCR) za odredivanje dinamickih mutacija u genu
FMR1, te b) usporedba rezultata dobivenih metodom dTP-PCR s rezultatima dobivenim
Southern blot metodom.

Uzorak ispitanika sastojao se od 40 pacijenata upucenih u Klini¢ki bolnic¢ki centar
(KBC) Osijek s dijagnozom intelektualnog zaostajanja. Ispitanici su nasumicno izabrani i
validacija je provedena slijepim istrazivanjem. lzolacija genomske DNA napravljena je iz
pune krvi. Broj tripleta CGG gena FMR1 utvrden je metodom izravne lanCane reakcije
polimeraze u stvarnom vremenu s tri pocetnice (dTP-PCR) uz analizu krivulje meksanja
DNA. Analizom krivulje mekSanja utvrdena je temperatura mekSanja za svaki umnozeni
uzorak DNA ispitanika. Temeljem razlike u temperaturi mekSanja ispitivanoga uzorka i
kontrolnih uzoraka s poznatim brojem ponavljanja tripleta CGG (30, 41 i 53 ponavljanja) svi
Su ispitanici svrstani u Cetiri kategorije (normalan broj CGG tripleta < 44 CGG, siva zona od
45 do 54 CGG, premutacija od 55 do 200 CGG i puna mutacija > 200 CGG).

Prisutnost prosirenih alela (> 200 tripleta CGG) kod osoba oba spola imala je
drugaciju krivulju meksanja DNA od normalnih alela (< 30 tripleta CGG). Klinicka
znacajnost testa na 40 prethodno analiziranih ispitanika pokazala je 100 %-tnu osjetljivost i
90,48 %-tnu specifi¢nost kod utvrdivanja povecanja broja ponavljanja tripleta CGG (> 30) u
genu FMRL1.

Metoda dTP-PCR-a primjerena je za brzi probir promjene broja ponavljanja tripleta
CGG, kao i za otkrivanje nositelja premutacija i mutacija u genu FMR1 u populaciji ispitanika

koja obuhvaca osobe s intelektualnim poteSko¢ama nepoznatoga uzroka.



Summary

Validation of screening method for dynamic mutation in the FMR1 gene

Objectives of this study are validation of the direct triplet-primed PCR method (dTP-
PCR) for determination of dynamic mutation in the FMR1 gene, and comparison of the results
of dTP-PCR method and Southern blot analysis.

In this study 40 patients from Osijek University Hospital with diagnosis of the
intellectual disability were included. The patients were chosen randomly and validation of the
method was conducted as a blind study. DNA was extracted from the whole blood. The
number of the CGG repeats in the FMR1 gene is determined by direct triplet-primed PCR
method and melting curve analysis. Cut-off temperature between normal and permutation of
the CGG repeats is determined by control samples with known number of CGG repeats. Al
patients are classified in four categories based on DNA melting curve (normal number of
CGG repeats <44, grey zone 45 to 54 CGG repeats, premutation 55 to 200 CGG repeats, and
full mutation >200 CGG repeats).

Presence of expanded alleles (>200 CGG repeats) in both sex had different DNA
melting curve than the melting curve of normal allele (<30 CGG repeat). The clinical
performance of the assay was established with 40 previously analyzed samples, yielding
results of 100% sensitivity and 90,48% specificity in detection expansions of CGG (>30)
repeats in FMR1 gene.

This method is appropriate for quick determination of allelic changes in the FMR1
gene, screening population and defining mutations or permutation carriers in the population

with intellectual disabilities with unknown cause.
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1. UVOD

Validacija metode jest proces utvrdivanja parametara i limita nekog metodoloskoga postupka,
uvjeta izvodenja i ¢imbenika koji moduliraju te uvjete. Svrha validacije je da se ispitivanjem i
prikupljanjem objektivnih dokaza potvrdi da je odabrana metoda prikladna za koriStenje u
dijagnostici i da sluzi svrsi (1, 2).

Postupak validacije metode koja se koristi u molekularnoj dijagnostici jest dugotrajan i skup
proces, stoga ga je potrebno pomno isplanirati i oprezno postaviti odgovarajuce Kriterije.
Prilikom validacije metode treba obratiti pozornost na odredene parametre kao $to su:
osjetljivost, specificnost, to¢nost, ponovljivost i reproducibilnost metode (1, 3 — 5).
Kombinacijom tih parametara oblikuje se plan validacije za svaki novi test i/ili metodu koji se

uvode u dijagnosticki laboratorij (Slika 1).

@:l[ Potreba za novim testom ]ﬂ

Novi test ili metoda
Nema odgovarajucih opisa
metode

¥ \ 4
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T T B Uvodenje — — —

Pokrenuta validacija
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Slika 1. Postupak uvodenja nove metode u molekularnu dijagnostiku. Prikazana su dva opéenita
puta za uvodenje novog testa/metode ovisno o dostupnosti odredenih parametara: validacija (svjetlije)
i provjera (tamnije). Iscrtane strelice predstavljaju okolnosti kada validacija ili provjera testa/metode

ne zadovoljava postavljene kriterije. Prilagodeno prema Mattocks i suradnici (1).



Svaki akreditirani dijagnosticki laboratorij obvezan je prije uvodenja novoga testa ili metode
napraviti njihovu validaciju ili provjeru prema medunarodnim standardima koji se odnose na
genska ispitivanja, 1ISO 15189 (6) i ISO 17025 (7).

Ako odredeni test ili metoda imaju IVD ili CE oznaku tada je dovoljna provjera funkcionalne
ispravnosti. Medutim, ako su napravljena neka odstupanja u bilo kojem koraku provjere testa
ili metode (npr. promjena volumena reakcije, koriStenje drugog uredaja 1 slicno), tada je
potrebno provesti cjelokupan postupak validacije (1, 8).

Nakon §to je validacija novog testa ili metode prihvacena, kre¢e se s uvodenjem testa ili
metode u dijagnosticku upotrebu. Nakon uvodenja testa ili metode vazno je nastaviti provoditi
validaciju jer se tijekom vremena nakupi veci broj uzoraka od pocetnoga, te se na taj nacin
test ili metoda mogu stalno poboljSavati u smislu tocnosti 1 kvalitete. Kod testova i metoda
koji se koriste u molekularnoj dijagnostici potrebna je stalna validacija putem provodenja
unutarnjih i vanjskih kontrola kvalitete (1, 9, 10).

Validacija metoda i testova kojima se analiziraju geni naro¢ito je vazna jer Se u pravilu takvim
analizama osobe podvrgavaju jednokratno, a rezultati analize mogu se Kkoristiti tijekom
cijeloga zivota te osobe. Ovaj se rad bavi validacijom metode za probir dinami¢kih mutacija u

genu FMR1 (engl. Fragile X Mental Retardation 1 gene) analizom krivulje mekSanja DNA.



1.1. Dinamicke mutacije

Dinami¢ke mutacije nastaju kao rezultat nestabilnosti ponavljaju¢ih sljedova nukleotida i
uzrokom su niza nasljednih poremecaja. Ponavljajuéi sljedovi nukleotida rasprostranjeni su
cijjelim ljudskim genomom te mogu biti razli¢itih duljina. Jednostavni motivi ponavljanja
sastoje se od jednoga do Cetiri nukleotida, ¢ine oko 2 % ljudskog genoma i nazivaju se
mikrosatelitima (11, 12). U normalnoj populaciji mikrosatelitne regije visoko su varijabilne, a
povremeno pokazuju mejotsku ili mitotsku nestabilnost koja moze dovesti do povecanja broja
ponavljanja iznad odredene granice i1 time uzrokuju nastanak bolesti. Broj ponavljanja
povecéava Se iz generacije u generaciju, a samo iznimno smanjuje, te se ove mutacije nazivaju
dinamickim mutacijama (11, 13). Ovakav nain nasljedivanja odgovoran je za anticipaciju,
odnosno ranije javljanje i tezu klini¢ku sliku bolesti unutar zahvacene obitelji u svakoj
sljedecoj generaciji (11). Dinami¢ke mutacije povezane SU s vise od 40 razli¢itih neuroloskih,
neurodegenerativnih 1 neuromuskularnih poremecaja, a uglavnom nastaju produljenjem
sljedova trinukleotida (13 — 15).

Stvaranjem neobi¢nih sekundarnih struktura DNA tijekom replikacije, popravka i
rekombinacije nastaju dinamic¢ke mutacije (Slika 2). Tijekom replikacije nastaju ukosnice
ponavljanih sljedova trinukleotida koje mogu rezultirati pove¢anjem ili smanjenjem broja
tripleta u jednom od lanaca DNA (Slika 3). Ako ukosnica nastane u kalupu za tromi lanac
(orijentacija 1), zbog termostabilnosti ukosnice DNA polimeraza ju zaobilazi $to rezultira
delecijom. Prosirenje broja tripleta nastat ¢e ako dode do stvaranja ukosnice u tromom lancu u

orijentaciji I (11).
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Slika 2. Naéini nastanka malih promjena duljine molekule DNA. Nakon denaturacije DNA i
stvaranja replikacijskog mjehuri¢a unutar regije trinukleotidnih ponavljanja zbog pogreske prilikom
popravka omc¢i moze do¢i do malog povecanja broja nukleotida nasuprot omci i/ili manje delecije

nakon izrezivanja om¢i. Prilagodeno prema Parniewski i suradnici (11).



Popravak DNA dogada se tijekom replikacije ili prilikom odrzavanja cjelokupnog genoma
stanice. Uvodenjem dvolan¢anoga loma u molekulu DNA zbog nastalih ukosnica moze do¢i
do promjena u broju tripleta. Takoder, tijekom homologne rekombinacije DNA mozZe do¢i do

povecanja ili smanjenja broja tripleta (11, 15).

Orijentacijal Orijentacija I
(CGGm (GCCn
—— 33BN NN———— —— BRI N————
(GCChn (CGGm
l sinteza DNA 1
stvaranje ukosnica u stvaranje ukosnica u
Okazakijevu fragmentu kalupu za tromi lanac

/

ﬂ
A
A
klizanje polimeraze, izbjegavanje
premjeitanje pocetnica sinteze DINA
2NN Y r—— — i r—
e o —d—
prosirenje delecija

Slika 3. Mehanizam geneti¢ke nestabilnosti ponavljanja tripleta tijekom replikacije. Stvaranje
strukture ukosnice u novosintetiziranom Okazakijevom fragmentu, premjeStanje pocetnica i sinteza
DNA rezultira velikim prosirenjem, dok izbjegavanje sinteze preko ukosnice nastale u kalupu za tromi
lanac dovodi do velike delecije. Takoder, delecija i proSirenje mogu se dogoditi i pri sintezi vodecCeg

lanca, ali su takvi dogadaji vrlo rijetki. Prilagodeno prema Parniewski i suradnici (11).



Kod sindroma fragilnoga X kromosoma (FXS, engl. Fragile X Syndrome) dolazi do
dinamicke mutacije povecanja broja tripleta CGG u 5'UTR regiji (5' netranslantirani kraj,
engl. 5 Untranslated Region) gena FMR1. Poveéanje broja tripleta CGG u genu FMR1
uzrokuje smanjenje ili potpuni izostanak transkripcije navedenoga gena te posljedicno i
smanjenje ili potpuni izostanak sinteze odgovarajucega proteina, FMRP-a (FMRP, engl.
Fragile X Mental Retardation Protein) (16). Do smanjenja ili izostanka transkripcije dolazi
zbog metilacije CGG ponavljanja i promotora gena FMR1, hipoacetilacije histona,
sprje¢avanja formiranja nukleosoma te kondenzacije kromatina.

Osim toga, lanci DNA ili RNA koji sadrze dva ili vise gvanina povezanih Hoogsteenovim
vodikovim vezama mogu stvarati sekundarne strukture koje se zovu G-kvadrupleksi (17, 18).
G-kvadrupleksi mogu biti sastavljeni od jednog lanca DNA ili RNA, ili pak od dva ili ¢etiri
odvojena lanca nukleinskih kiselina (Slika 4, A — D), a takve su sekundarne strukture
zapazene u tumorima i kod osoba s neuroloskim poremecajima (17). Kvarteti gvanina slazu se
jedan na drugoga i na taj nadin stvaraju G-kvadruplekse koji su stabilizirani interakcijama
izmedu aromatskih prstenova i Cesto inter-kvartetnim kationom. Poznato je da G-kvadrupleksi
mogu aktivirati ili inhibirati izrazaja gena (18). Kod FXS-a tripleti CGG u genu FMR1 mogu
stvarati ukosnice i paralelne DNA G-kvadruplekse (Slika 4, E) sto utjeCe na transkripciju
samog gena (17). Zanimljiva je i Cinjenica da sam FMRP prepoznaje i veZze se na takve
sekundarne strukture u ciljnim mMRNA (glasni¢ka RNA, engl. messenger RNA), u dendritima
ziv€anih stanica i tako ometa njihovu translaciju (17, 19). Utvrdeno je da G-kvadrupleksi
posreduju interakciji FMRP-a s Fmrl, Maplb, Psd95, Sema3F, App mRNA te mnogim
drugim mRNA molekulama (16). Vezanjem FMRP-a na vlastitu Fmrl mRNA sprjecava

izrazaj samog FMRP-a.
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Slika 4. Shematski prikaz G-kvadrupleksa. Moguée strukture kvarteta gvanina unutar G-
kvadrupleksa: A — ¢etiri paralelna lanca, B — dva lanca koja se ne sijeku, C — dva lanca koja se sijeku,

D - jedan lanac. E — shematski prikaz utiSavanja izrazaja gena FMR1 pomocu G-kvadrupleksa.
Prilagodeno prema Shing i suradnici (18).



1.2. Gen FMR1iFMR protein

Gen FMR1 smjesten je na dugom kraku kromosoma X (Xq27.3). Sadrzi 18 egzona i dug je 40
kb. Gen i protein konzervirani su kod ljudi, miseva, Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis i
Drosophila melanogaster. Najvise se eksprimira u mozgu, testisima, ovarijima, timusu, o¢ima
i slezeni. Molekula mRNA ima nekoliko alternativnih mjesta kidanja u egzonima 12, 14, 15 i
17. Time nastaju razli¢ite mRNA i razli¢ite izoforme proteina, od kojih svaki ima drugacija
biokemijska svojstva (20, 21).

U 5 nekodirajuéoj regiji nalazi se ponavljajuéi slijed tripleta CGG (22, 23). U normalnoj
populaciji taj slijed tripleta visoko je polimorfan i sadrzi od 6 do 50 ponavljanja tripleta CGG
koji su isprekidani s dva tripleta AGG. Kada broj tripleta dosegne kriticnu granicu od 44 do
45 tripleta (tzv. siva zona) cijela regija postaje nestabilna i1 sklona Sirenju. Kada je broj
ponavljanja tripleta ve¢i od 200 dolazi do FXS-a za koji je karakteristicno intelektualno
zaostajanje. Kako je prethodno navedeno, poveéanjem broja tripleta CGG dolazi do
hipermetilacije CpG otoka u promotorskoj regiji gena i sprjecavanja transkripcije 1 nastanaka
FMRP-a. Ako je broj ponavljanja CGG vec¢i od 200 i promotor je metiliran, radi se o punoj
mutaciji gena FMR1 (21). Sto je veéi broj tripleta AGG izmedu tripleta CGG to je ta regija
stabilnija i manje sklona Sirenju i nastanku premutacije ili mutacije. Somatska nestabilnost
tijekom stadija rane embriogeneze stabilizirana je metilacijom DNA. Sama metilacija DNA
povezana je s drugim epigenetickim modifikacijama kromatina kao S§to su smanjena
acetilacija histona H3 i H4 i smanjena metilacija lizina 4 histona H3, te povecana metilacija

lizina 9 histona H3 (24, 25).

FMRP ima brojne funkcije. Izrazen je u fetalnom tkivu i u tkivu odraslih osoba, ali najvise u

mozgu i testisima (21, 26). Sadrzi dvije ribonukleinske domene K homologije (KH1 i KH2



domene) i klastere argininskih i glicinskih ostataka (RGG slogovi) koji vezu molekule RNA.
Takoder sadrzi NLS regiju (engl. Nuclear localization signal) i NES regiju (engl. Nuclear
export signal) (20, 26, 27) (Slika 5). RGG slog FMRP-a moze se vezati na G-kvadrupleks
molekule RNA smjesten ili u 5'UTR ili u kodirajucoj regiji, te s FMRP ponasa kako represor

translacije jer stabilizira tu strukturu i ometa vezanje ribosoma (27).

NLS KHI  KH2 NES RGG
—I@E—O—@— -

Slika 5. Shematski prikaz domena FMRP-a. NLS domena (engl. Nuclear localization signal), KH1
i KH2 domene (domene K homologije), NES domena (engl. Nuclear export signal), RGG domena

(klasteri argininskih i glicinskih ostataka). Prilagodeno prema Valverde i suradnici (26).

FMRP je povezan s poliribosomima u citoplazmi i dendritima te aksonima ziv¢anih stanica. U
citoplazmi je povezan s polisomima gdje moze sprijeciti translaciju jer se veze na 5'-7-
metilgvanozinsku kapu na mRNA (26, 28), ili moZe odugovlaciti vezanje ribosoma na mRNA
koja zaostaje u citoplazmatskim granulama. Taj je proces selektivan i reverzibilan te ukljucuje
fosforilaciju FMRP-a i njegovu interakciju s miRISC kompleksom (engl. micro RNA induced
silecing complex) (21, 29, 30). Takoder, FMRP sudjeluje u transportu mRNA u sinapse gdje
se odvija sinteza proteina te njegova koli¢ina raste nakon sinapti¢ke aktivacije (31, 32).
FMRP ima vaznu ulogu u razvoju srediSnjega ziv€anoga sustava jer u neuronima sisavaca
djeluje kao regulator sinteze proteina na sinaptickim mjestima dendrita gdje potice
sazrijevanje sinapsi. Stoga se smatra da intelektualno zaostajanje nastaje zbog

neodgovarajuceg izrazaja gena za vrijeme razvoja i odrzavanja sinapsi (21).



Dinamicke mutacije gena FMR1 povezane su s tri razli¢ita poremecaja u kojima klinicki

fenotip ovisi o broju tripleta CGG (Slika 6).

Normalan alel Premutacija Puna mutacija
(CGG)n=53 (CGG)53<n<200 (CGG)n=200

57 37 57 37 57 37
Gerl  co—a == l——— O

Transkripcija 1 ‘ ﬂ

mRNA

Translacija 1 l ﬂ

D 4
Protein "" '. ‘

! ! !

Fenotip Normalan FXTAS iliFXPOI FXS

Slika 6. Povezanost fenotipa s mutacijama u genu FMR1. Kod zdravih osoba broj tripleta CGG u
5'UTR regiji je od 5 do 53 (zuto) $to dovodi do normalne transkripcije FMR1 i normalne izrazajnosti
FMRP-a. Kod premutacije (od 53 do 200 tripleta CGG) nastaju veée koli¢ine FMR1 mRNA, ali je
smanjena izrazajnost FMRP-a. To povecava rizik za razvoj FXTAS (engl. Fragile X-associated
temor/ataxia syndrome) u muskaraca i FXPOI (engl. Fragile X-associated primary ovarian
insufficiency) u zena. Puna mutacija (vise od 200 tripleta CGG) dovodi do utiSavanja gena FMR1 zbog
hipermetilacije promotora. U tom slucaju nema stvaranja proteina te nastaje FXS. Prilagodeno prema

Hagerman i Hagerman (31).

Najéesca mutacija gena FMRL1 je promjena broja tripleta CGG u 5'UTR regiji, ali postoje i
tockaste mutacije koje mogu uzrokovati FXS no one su vrlo rijetke (< 1 %). Takoder, u blizini
ovog gena nalazi se FRAXE lokus gena FMR2 (engl. Fragile X Mental Retardation 2 gene)
koji moze dovesti do lomljivog mjesta na X kromosomu. Gen FMR2 sadrZi nestabilna CCG
ponavljanja ¢ijim proSirenjem moZze do¢i do nastanka blazeg fenotipa nesindromskog

intelektualnog zaostajanja (22).



1.2.1. Sindrom fragilnoga X kromosoma

Najces¢i uzrok nasljednog intelektualnoga zaostajanja nakon trisomije kromosoma 21 jest
FXS te je to i najcesci genski uzrok autizma (23). FXS nazvan je prema prvobitnom nacinu
postavljanja dijagnoze. Za dijagnozu se Kkoristila citogeneticka analiza kromosoma limfocita
nakon njihovoga kultiviranja u mediju siromasnom folnom Kkiselinom pri ¢emu postaje
vidljivo lomljivo mjesto na dugom kraku X kromosoma u regiji Xq27.3 (33). FXS vezan je uz
mutacije gena FMRL, od kojih je najéeS¢a mutacija promjena broja ponavljanja tripleta CGG
(22, 32, 34). Bolest se nasljeduje kao X vezano dominantno svojstvo s nepotpunom
penetracijom (80 % za muskarce i 35 % za zene) (22, 32). Ucestalost premutacija u opcoj
populaciji je 1 na 259 Zena te 1 na 813 muskaraca, dok je uCestalost pune mutacije u op¢oj
populaciji 1 : 7000 u muskaraca i 1 : 11000 u zena (35, 36). Nositelji premutacije su
normalnih intelektualnih sposobnosti i uglavnom bez smetnji, premda se i kod njih opazaju
odredene smetnje ponaSanja, sklonost depresiji, a kod Zena 1 prerana insuficijencija ovarija.
Ukoliko su zene nositeljice premutacije ili pune mutacije, tijekom oogeneze moze doc¢i do
daljnje ekspanzije i prijenosa bolesti na potomke oba spola, premda je tijek bolesti kod
djevojcica zbog inaktivacije jednoga X kromosoma tijekom rane embriogeneze blazi i

varijabilan (22, 32, 35).

Fenotipsko ocitovanje bolesti ovisi o koli¢ini stvorenoga FMRP-a te kod Zena ono ovisi 0
aktivacijskom omjeru normalnoga i mutiranoga X kromosoma. Klini¢ka slika nositelja punih
mutacija ovisi o spolu i jace je izrazena kod muskaraca. Glavna je osobina umjereno do
izrazeno intelektualno zaostajanje, a prisutne su i promjene ponasanja te anatomske promjene.

Karakteristine osobine su izduZeno lice s izbo¢enom bradom, velike u$i, govorni i jezi¢ni
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problemi, motorna i senzorna zaka$njenja te disfunkcije u ponasanju (20). Aleli koji sadrze
od 54 do 200 ponavljanja CGG nazivaju se premutacijama, obi¢no su nemetilirani i imaju
normalnu ekspresiju i koli¢inu FMRP-a, ali su izrazito nestabilni prilikom prenosenja na
sliede¢u generaciju. Osobe Zenskoga spola koje imaju punu mutaciju pokazuju blaze
simptome (13, 15, 21, 23, 32, 37, 38). Kod muskaraca s punom mutacijom nalazimo razli¢it
stupanj intelektualnog zaostajanja, a od fizi¢kih obiljezja prisutne su povecane usi, izbo¢eno
¢elo, dugacko lice s istaknutom bradom te veliki testisi koji se pojavljuju nakon puberteta.
Prisutne su 1 smetnje ponasanja kao hiperaktivnost, anksioznost, stidljivost, impulzivnost te
smetnje uéenja (20). Zene s punom mutacijom pokazuju opéenito blaze simptome. Oko 60 %
ima odreden stupan;j intelektualnog zaostajanja, a smetnje ponasanja i fenotipska obiljezja
sindroma kao dugo lice, izboceno celo, grube crte lica, krupan nos te istaknuta brada
varijabilno su prisutni, ovisno o obrascu inaktivacije X kromosoma. Zene nositelji
premutacijskih alela gena FMR1 mogu imati povecani rizik ulaska u prijevremenu menopauzu

jer se gen FMR1 eksprimira u gonadama te utjece na razvoj jajnika (20).

Normalan broj tripleta CGG (6 — 44) prenosi se u stabilnom broju na potomstvo, dok se aleli s
ve¢im brojem tripleta mogu, ali i ne moraju, prenositi stabilno od roditelja na djecu (20). Aleli
s 45 — 53 tripleta mogu biti nestabilni, no najmanji premutirani alel kod kojega je zabiljeZeno
prosirenje u samo jednoj generaciji imao je 59 tripleta CGG koji nisu isprekidani s tripletom
AGG (20, 22, 39, 40). Istrazivanja na zZivotinjama pokazala su da je broj tripleta CGG puno
stabilniji u miSeva. Premutacijski aleli (54 — 200 tripleta CGG) su vrlo nestabilni kada se
prenose s roditelja na djecu i obi¢no se broj tripleta poveca u sljedecoj generaciji. Povecanje
broja tripleta pozitivno je povezano s majéinim brojem tripleta CGG, gdje se > 90 tripleta
gotovo uvijek poveca na punu mutaciju (> 200 tripleta CGG) u sljedecoj generaciji. Smatra se

da se prijelaz od premutacije do pune mutacije dogada prije stadija zigote (20, 27). Prijenos
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FXS-a od premutacije do pune mutacije moze se dogoditi tijekom oogeneze ili ranih
postzigotnih dogadaja. Muskarci s FXS imaju punu mutaciju i metilirane CGG u 5'UTR regiji
gena FMR1 u svim tkivima, osim u spermi gdje je prisutna nemetilirana premutacija gena
FMRL1 (15). Prijenos od premutacije do pune mutacije u djece putem oca vrlo je rijetko. Puna
mutacija alela dovodi do hipermetilacije promotora gena FMR1 i deacetilacije histona sto
dovodi do utiSavanja transkripcije (20, 27). Metilacija CpG cis-elementa mozZe stabilizirati
prosirenje tripleta CGG. Somatska nestabilnost tripleta CGG u FXS ograni¢ena je na rani
embrionalni 1 fetalni razvoj te zavrSava u vrijeme koje se podudara s neprirodnom metilacijom

prosirenih CGG alela (15).
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1.2.2. Primarna insuficijencija ovarija povezana s fragilnim X kromosomom

Nositeljice premutacijskih alela gena FMR1 imaju povecani rizik za ulazak u prijevremenu
menopauzu. Gen FMR1 eksprimira se u gonadama te utjeCe na razvoj jajnika i primarnu
insuficijenciju ovarija povezanu s FXS-om (engl. Fragile X-associated primary ovarian
insufficiency, FXPOI). Zene ulaze u menopauzu s prosje¢nom dobi od 51 godine, dok Zene s
FXPOI-om ulaze u menopauzu prije 40-e godine zivota (23, 38).

Samo 1 % zena ulazi u menopauzu prije 40-e¢ godine zivota, dok je kod nositeljica
premutacije gena FMR1 to 23 %. Smatra se da mRNA ima toksi¢an u¢inak na dinamiku
ovarijskih folikula, te je FMRP visoko izraZen u oocitama i granuloznim stanicama humanih
jajnika tijekom folikulogeneze (21).

Istrazivanja na miSevima pokazala su da zivotinje s mutiranim genom brze gube primordijalne
folikule jajnika $to upucuje na problem unutar samog jajnika. Takoder, mnoge oocite
akumuliraju velike koli¢ine FMRP-a i imaju povecanu ubikvitinaciju, dok su primordijalne
folikule manje 1 sadrze manje granuloznih stanica. Sve to ukazuje da su u molekularnu

pozadinu FXPOI-a uklju¢ene promjene u oocitama i granuloznim stanicama jajnika (41).
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1.2.3. Sindrom tremora i ataksije povezan s fragilnim X kromosomom

Osobe oba spola koje su nositelji premutacije imaju povecan rizik za razvoj blazih kognitivnih
poremecaja i poremecaja u ponasanju ili pak sindroma tremora i ataksije povezanog s FXS-
om (engl. Fragile X-associated temor/ataxia syndrome, FXTAS) (23, 38). Klini¢ki simptomi
variraju od progresivne demencije, periferne neuropatije i parkinsonizma. Pogodene zenske
osobe, nositeljice premutacije, imaju blazu klinicku sliku od muskaraca. Penetrantnost
FXTAS-a povecava se sa zivotnom dobi i brojem tripleta CGG, iako postoje i iznimke. Tako
je FXTAS dijagnoza postavljena osobi u 55. godini zivota koja je imala samo 52 tripleta CGG
(42). Otprilike 40 % nositelja premutacije i 8 — 16 % nositeljica premutacije razvije FXTAS
nakon 50-e godine zivota. Smatra se da je drugi X kromosom bez premutacije razlog manje
penetrantnosti FXTAS-a u Zena (21, 43, 44). Istrazivanja na miSevima pokazala su da kod
FXTAS-a dolazi do poremecaja funkcije mitohondrija Sto utjee na samu stani¢nu funkciju, te
su takve promjene vidljive ve¢ u neonatalnom razvoju misa (45).

Kod FXS-a dolazi do gubitka funkcije FMRP-a jer nema transkripcije i translacije, dok je
zbog toksi¢nosti velike koli¢ine mRNA s premutacijom otezano vezanje RNA za proteine (37,
46). Smatra se da stvaranje DNA G-kvadrupleksa u regiji tripleta CGG gena FMR1 ima ulogu
u nastanku FXTAS-a, jer malo povecanje broja tripleta ne utjeGe znacajno na transkripciju

gena, ali je smanjena razina FMRP-a (17).
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1.2.4. Zivotinjski modeli sindroma fragilnoga X kromosoma

Razvijeni su brojni Zivotinjski modeli za proucavanje utjecaja nedostatka FMRP-a na
ponasanje. Ni jedan od zivotinjskih modela nije isti kao humani, jer se utiSavanje gena FMR1
ne dogada zbog metilacije, nego su zivotinjski modeli dobiveni potpunim gubitkom

transkripta gena Fmrl (21).

Protein dFmrp vinske musice (D. melanogaster) dijeli 56 % sli¢nosti s humanim proteinom.
Vinska musSica bez gena dFmr anatomski je normalna musica s promijenjenim ponasanjem te
s problemima pamcenja i u¢enja. Drosophila je koriStena za pretrazivanje kemijske baze od
2000 molekula te je otkriveno da devet molekula ima moguénost spasavanja fenotipa, od
kojih tri sudjeluju u inhibitornom putu receptora za gama-amino-masla¢nu kiselinu (engl.
Gamma-Aminobutyric Acid, GABA). KoriStenje tih molekula dovelo je do spasavanja
fenotipa dFmr mutiranih musica (32, 47). Na FXS modelu Drosophile otkriven je toksi¢an
uc¢inak glutamata te su prvi lijekovi za FXS, anatagonisti glutamatskoga receptora, testirani na

vinskoj musici (47).

Model zebrice (Danio rerio) s isklju¢enim genom Fmrl dobar je za proucavanje
embrionalnog razvoja te ima slican fenotip kao 1 FXS, ukljucuju¢i abnormalno grananje

aksona, ali nema klini¢ki ocitoga fenotipa (32).

Prvi mi§ (Mus musculus) s isklju¢enim genom Fmrl napravljen je prekidom egzona 5 pomocu
neomicina. Misji model nije potpuno isti kao humani model FXS-a jer gen nije utiSan zbog
metilacije nakon povecanja broja tripleta CGG. Model s neomicinom ima gotovo potpuni
nedostatak transkripta Fmrl i potpuni gubitak Fmrp-a. MisSevi s isklju¢enim genom Fmrl

pokazuju poteskoce u uéenju i povecanu lokomotornu aktivnost (32, 48, 49).
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1.3.  Molekularna dijagnostika dinamic¢kih mutacija gena FMR1

Rousseau i suradnici objavili su 1991. godine kako Southern blot metodom odrediti to¢an broj
tripleta CGG u genu FMR1 i status metilacije promotora istoga gena. Za odredivanje
promjena broja ponavljanja tripleta CGG u genu FMRL1 najcesce se koristi Southern blot
metoda koja predstavlja zlatni standard za dijagnostiku promjene broja tripleta CGG u genu
FMRL1. Ta je metoda dugotrajna i zahtjeva koriStenje radioaktivno obiljeZenih sondi te velike
koli¢ine genomske DNA (46, 50, 51). Tek 2011. godine napravljeni su testovi koji se temelje
na lancanoj reakciji polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR), a kojima je moguce
odrediti tip mutacije gena FMR1 (normalan, premutacija ili mutacija) kao i status metilacije.
Veéina testova temeljenih na PCR metodi zahtijeva i sekvenciranje 5' regije gena FMR1 (52,
53). Brzi probir osoba s intelektualnim zaostajanjem za odredivanje promjena broja
ponavljanja CGG u genu FMR1 mogu¢ je primjenom metode lanCane reakcije polimeraze u
stvarnom vremenu (engl. real time PCR) uz analizu krivulje mekSanja DNA. Na ovaj se nacin
moze brze utvrditi je li netko nositelj mutacije ili premutacije ako u obitelji postoji pozitivna
anamneza za FXS, FXPOI ili FXTAS (22, 46, 50, 51) ili pak klini¢ka slika koja odgovara

FXS-u (54).

Metoda hibridizacije po Southernu najcesce se koristi za molekularno otkrivanje bolesti.
Genomska DNA razgradi se s odredenim restrikcijskim endonukleazama, a nastali odsjecci
koji sadrze slijed tripleta elektroforetski se razdvoje i prenesu na membranu. Nakon
hibridizacije sa specifi¢no obiljezenom sondom i autoradiografije moze se odrediti veli¢ina
odsjeCaka usporedbom s biljegom poznate molekularne mase te dokazati prisutnost

produljenog slijeda tripleta (38, 55, 56).
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Najcesce se koristi kombinacija PCR metode i hibridizacije po Southernu kao potvrda PCR-a.
Postoji vise nacina izvedbe PCR reakcije za odredivanje broja tripleta.

Prvo: neradioaktivna produzena PCR metoda (57). PCR-om se umnozavaju tripleti CGG
normalnoga i premutiranoga alela kao i alela s punom mutacijom u genu FMR1. Nakon prvih
10 ciklusa reakcija se zaustavlja stavljanjem na led, zatim slijedi denaturacija i dodavanje
enzima te se nastavlja jo$ 30 ciklusa. PCR produkti se razdvajaju na 1,2 %-tnom agaroznom
gelu s molekularnim markerom te se prenesu na pozitivno nabijenu najlonsku membranu.
Nakon toga slijedi denaturacija i neutralizacija. DNA se imobilizira na membrani pomo¢u UV
svjetla. Slijedi prehibridizacija od jednog sata, zatim hibridizacija sa sondom obiljezenom
digoksigeninom, (DIG) 5-(CGG)s-3, u hibridizacijskom puferu na 60 °C tijekom 16 sati.
Nakon ispiranja membrane, vrpce se detektiraju luminiscentnim test kompletom (58, 59).
Druga metoda obuhvaca uporabu bisulfitnoga tretmana nakon izolacije DNA. Potom slijedi
PCR reakcija u kojoj se koriste poc¢etnice za umnozavanje CpG otoka smjeStenih uzvodno od
ponavljajucih tripleta koji su specificni za umnozavanje metiliranih citozina prisutnih u osoba
s FXS-om i normalnom genu FMR1 inaktiviranog X kromosoma. Za umnozavanje
fragmenata koji sadrze ponavljanja tripleta koriste se druge pocetnice. PCR produkti razdvoje
se na 2 %-tnom agaroznom gelu koji sadrzi etidijev bromid te se fotografiraju. Nedostatak
ovoga metilacijskog PCR-a je da se ne mogu dijagnosticirati pacijentice s FXS-om zbog
¢injenice da je inaktivirani X kromosom ve¢ metiliran (38).

Novije metode za probir mutacija gena FMR1 mogu se primijeniti na razini populacije zbog

relativno velike uéestalost premutacija i mutacija u genu FMR1 (20).
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1.4. Mogucnosti lijecenja

Kod FXS-a vazna su dva neurotransmiterska receptora na sinapti¢koj membrani: glutamatski
receptor (engl. metabotropic glutamate receptors, mGIuR) i receptor za GABA. mGIuR
izrazen je u cijelom mozgu i vazan je za plasti¢nost sinapsi (21, 60, 61). Poreme¢aj mGluR-a
ima sli¢ne simptome kod ljudi kao i kod miseva s isklju¢enim genom Fmrl: povecana sinteza
dendritickih proteina nakon aktivacije receptora te slitno ponaSanje. Receptori za GABA
imaju vaznu ulogu u mnogim klinickim entitetima kao §to su epilepsija, hiperaktivnost,
ucenje, autizam — $to je vidljivo u osoba s FXS-om i potvrdeno na Zivotinjskim modelima

miseva i D. melanogaster (21).

Nove moguénost lijeCenja zasnivaju se na uklju¢enosti mGluR-a i receptora za GABA u FXS-
u (21,62). D. melanogaster s mutiranim genom Fmrl umire ako je hranjena hranom s velikim
udjelom glutamata, $to potvrduje teoriju da gubitak FMR1 dovodi do povecane signalizacije |
aktivacije glutamatskoga receptora. Takve su musice okarakterizirane kao musice koje boluju
od sindroma kineskog restorana, jer je mutacija Fmrl u nekim laboratorijima bila letalna, a u
nekima nije. Ispostavilo se da je to zbog velikog udjela glutamata u hrani bas kao kod ljudi
koji su patili od istog sindroma (47).

Prema teoriji mGIluR-a nedostatak FMRP-a dovodi do pretjerane sinteze proteina u FXS-a te
aktivacije mGluR-a. mGIuR5 je potencijalna meta lijekova, jer se blokiranjem toga receptora
smanjuje pretjerana sinteza proteina i promijenjena sinaptiCka plasti¢nost kod FXS-a.
Antagonisti mGluR-a ispitivani su na zivotinjskim modelima FXS-a kod kojih je doslo do
poboljsanja nekih klini¢kih manifestacija sindroma (32). Napravljene su i klinicke studije

antagonista mGIluR-a. Ispitivan je utjecaj mavogluranata (AFQ056), antagonista mGIluR-a

19



(Slika 7), te je u dvostruko slijepoj studiji od 30 muskaraca s FXS-om pokazano da

poboljsava ponasanje i kognitivne funkcije u odnosu na grupu u kojoj se koristio placebo (21,

32, 63).
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Slika 7. Mogucnosti lijeCenja FXS-a. Shematski prikaz ekscitorne i inhibitorne sinapse kod
nedostataka FMRP. Nekoliko tipova lijekova moze djelovati na razli¢ite receptore neurona §to moze
dovesti do spasavanja poremecene transmisije sinapsi kod FXS. Prilagodeno prema Levenga i

suradnici (61).

Prema drugoj je teoriji kod FXS-a pogoden GABA-put zbog Cega dolazi do epileptickih
napadaja i poremecaja spavanja. U Zivotinjskim modelima pokazano je kako agonist GABA-
receptora, alfaksalon, smanjuje anksioznost i napadaje, dok agonist, gaboksadol, smanjuje

hiperaktivnost. U kliniCkom istrazivanju STX209, agonist GABA, u dvostruko slijepoj studiji,
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uz koriStenje placeba na 63 ispitanika s FXS-om pokazano je da utjeCe na socijalno ponasanje
ispitanika (32, 48, 63, 64), kao i arbaklofen (agonist GABA-receptora) (21) (Slika 7).

Kada nema FMRP-a dolazi do povecanoga stvaranja metaloproteinaze 9 u matriksu (MMP9,
engl. matrix metaloproteinase) sto je povezano s epileptickim napadajima. Preliminarna
studija provedena na 50 ispitanika s FXS-om koji su dobivali minociklin (djeluje na MMP9)
najmanje dva tjedna, pokazala je pobolj$anje u njihovu pamcenju, jeziku i ponasanju, a druga

studija na 20 ispitanika s FXS-om zabiljeZila je poboljSanje u ponasanju (32, 63) (Slika 7).

Sva do sada provedena klini¢ka istrazivanja razli¢itih lijekova za FXS dovela su do slabljenja
odredenih simptoma ovoga sindroma, ali ne dovoljno da bi se nastavio njihov razvoj i faza Ill
klinickih ispitivanja jer je ustanovljeno kako lijekovi pomazu samo kod blagoga
intelektualnog zaostajanja, ali ne i kod teskoga (65). Tako su faze II klini¢kih istrazivanja
Novartisa za AFQO056 i Rochea za RG7090 prekinute 2014. godine jer testirani lijekovi,
antagonosti mGIuR5, nisu pokazali znacajno poboljsanje simptoma u odnosu na grupu s

placebom.
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2. HIPOTEZA I CILJ ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza

Osnovna pretpostavka istrazivanja je da ¢e se upotrebom lan¢ane reakcije polimeraze u
stvarnom vremenu moc¢i odrediti okviran broj tripleta CGG te utvrditi premutacija i puna

mutacija gena FMR1.

2.2. Ciljevi istrazivanja

Ciljevi provedenoga istrazivanja su sljedeci:

1. Validacija metode izravnoga PCR-a s tri poCetnice (engl. direct triplet-primed PCR, dTP-
PCR) za odredivanje dinamic¢kih mutacija gena FMR1.

2. Usporedba rezultata dobivenih metodom dTP-PCR-a s rezultatima dobivenim Southern blot

metodom.
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3. ISPITANICI | METODE

Validacija metode provedena je kao slijepo istraZivanje u kojem je koristeno 40 nasumicno
izabranih uzoraka pacijenta sa sumnjom na FXS. Istrazivanje je odobreno od strane Etickoga
povjerenstva KBC-a Osijek pod brojem R2-1:18722-12/2015 i Farmaceutsko-biokemijskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu 251-62-03-16-2.

3.1. lIspitanici

Uzorak ispitanika sastojao se od pacijenata upucenih u Ambulantu za genetiku i bolesti
metabolizma pri Klinici za pedijatriju KBC-a Osijek. U Ambulanti za genetiku i bolesti
metabolizma obradeni su pedijatrijski pacijenti te odrasli ¢lanovi njihovih obitelji ukoliko je
utvrdeno postojanje nasljednoga poremecaja.

Kriteriji za ukljucivanje ispitanika u istrazivanje jesu fenotipske karakteristike povezane s
FXS-om prema kontrolnoj listi navedenoj u Tablici 1.

Kriteriji za isklju¢ivanje su fenotipske osobine koje ukazuju na neki od sindroma povezanih s
intelektualnim zaostajanjem (npr. trisomija 21) i promjene kromosoma (translokacije,
delecije, duplikacije).

Istrazivanje je provedeno na skupini od 40 ispitanika.
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Od svih skrbnika ispitanika zatrazen je pristanak obavijeStene osobe za sudjelovanje u
istrazivanju.

U istrazivanju su koristeni kontrolni uzorci koji su komercijalno dostupni te nabavljeni od
Coriell instituta za medicinska istrazivanja (GM06890, GM20244, GM20230, Camden, New

Jersey, USA).

Tablica 1. Kontrolna lista za ukljuéivanje ispitanika.
Fenotipske karakteristike FXS-a

Intelektualno zaostajanje

Pozitivna obiteljska anamneza za intelektualno zaostajanje

Poremecaji ponasanja (hiperaktivnost, pljeskanje rukama, slab kontakt o¢ima)
Velike ili istaknute usi

Izduzeno lice

Makrocefalija

3.2. Metode

Broj ponavljanja tripleta CGG odreden je u dva neovisna postupka tako da se dobije uvid u
ponovljivost testa. To¢nost svih analiza provjerena je temeljem nalaza dobivenih referentnom
Southern blot metodom za odredivanje broja ponavljanja tripleta CGG.

Osjetljivost i specifi¢nost metode od > 90 % postignuta je validacijom metode s najmanje 30
uzoraka prema ‘pravilu od 3’ (3/n = vjerojatnost lazno negativnog rezultata, 100 % -
[100*(3/n)] = % osjetljivosti = % specificnosti, gdje je n broj koristenih uzoraka za validaciju)
(1). Ponovljivost analize utvrdena je na temelju rezultata dobivenih za isti uzorak u duplikatu.

Srednja to¢nost metode odredena je analizom istih uzoraka u istom laboratoriju i istom
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metodom, ali nakon odredenog vremenskog perioda. Reproducibilnost dTP-PCR metode
utvrdena je na temelju rezultata dobivenih za isti uzorak u razli¢itim laboratorijima i razli¢itim
metodama (usporedba rezultata metode krivulje mekSanja DNA i referentne Southern blot

metode).

3.2.1. lzolacija DNA iz pune Krvi

Izolacija genomske DNA iz 200 ul pune krvi napravljena je prema standardnom protokolu
proizvodaca (66).

Izolacija je napravljena na tzv. ,,mini spin“ kolonama pomoc¢u kompleta kemikalija QIAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Od kemikalija koriStena je proteinaza K za
razgradnju proteina, AL pufer za lizu stanica i etanol za precipitaciju DNA, te puferi razli¢ite

ionske jakosti. Na kraju izolacije, DNA se ¢uvala u AE puferu na -20 °C.

3.2.2. Izravna lancana reakcija polimeraze s tri poCetnice

Okviran broja tripleta CGG odreden je metodom izravne fluorescentne lancane reakcije
polimeraze u stvarnom vremenu s tri pocéetnice uz analizu krivulje mekSanja DNA (50, 51)
kompletom kemikalija FastFraX™ FMR1 Identification kit (The Biofactory, Singapur) na
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR uredaju (Thermo Fisher Scientific, Foster City,
California, USA).

U ovoj metodi koristi se fluorescentno obiljezena uzvodna pocetnica uzvodno od (CGG)n

regije 1 kimerna nizvodna pocetnica koja se veze unutar (CGG)n regije. Kimerna pocetnica
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hibridizira na mnoga mjesta unutar (CGG)n regije te pri tome nastaju PCR produkti razli¢ite

duljine (51, 67).

PCR reakcija napravljena je u volumenu od 25 pl uz koristenje 50 ng genomske DNA te je

svaki uzorak napravljen u duplikatu. Uvjeti PCR reakcije prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti PCR reakcije

Korak Temperatura i vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 °C, 15 minuta 1
Denaturacija 99 °C, 2 minute
Vezanje pocetnica 65 °C, 2 minute 40
Sinteza kolrgﬁlzmentarnog 72°C, 3 minute
Konaéno produzenje 72 °C, 10 minuta
Denaturacija 95 °C, 1 minuta

60 °C, 1 minuta
99,9 °C, 30 sekundi

Krivulja taljenja

Rl ]-

dTP-PCR metodom moguce je razlikovati normalan broj ponavljanja tripleta od premutacije
kao 1 punu mutaciju kod pogodenih muskaraca i Zena. Metoda se temelji na kombinaciji
umnozavanja sljedova unutar samih tripleta CGG. Koriste se dva para pocetnica napravljena
tako da umnozavaju nemodificiranu DNA. Jedan par pocetnica veze se na 3' kraj regije

ponavljanja tripleta, dok se drugi veZe na 5' kraj ponavljajuéih tripleta (Slika 8).
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Slika 8. Shematski prikaz mjesta vezanja pocetnica u odnosu na regiju tripleta CGG.

Nakon umnozavanja napravljena je krivulja mekSanja DNA poviSenjem temperature od 60 °C
do 99,9 °C u koracima od 0,5 °C uz pracenje intenziteta fluorescencije. Kako dolazi do
razdvajanja lanaca dvolancane DNA povecanjem temperature, tako koli¢ina fluorescencije
pada. Temperatura mekSanja PCR produkata odreduje se iz ovisnosti intenziteta
fluorescencije i temperature, kao prva derivacija pada intenziteta fluorescencije u odnosu na
porast temperature (-dF/dT). Temperatura denaturacije DNA ovisi o sastavu du$i¢nih baza i
veli¢ini PCR produkta. PCR produkti prosirenih alela su veci i imaju vise tripleta CGG nego
normalni aleli, stoga se krivulja meksSanja takvih uzoraka razlikuje od normalnih alela, a nultu
vrijednost -dF/dT dostizu na ve¢im temperaturama. Sto je veéi broj ponavljanja tripleta CGG
to je visa temperatura pri kojoj dolazi do denaturacije lanaca DNA jer se gvanin i citozin
medusobno sparuju stvarajuci tri vodikove veze te je potrebno uloziti veéu energiju (Sto se
postize visom temperaturom) da bi se pokidao veé¢i broj vodikovih veza izmedu dva
komplementarna lanca DNA. Takoder, na temperaturu mekSanja DNA utjece 1 ionska jakost.
Kako su fosfatne skupine u okosnici molekule DNA negativno nabijene, u prosjeku na svaki
par baza dolaze i po dva negativna naboja na okosnici. Tolika koncentracija negativnog
naboja destabilizira zavojnicu. Veca ionska jakost i veéi PCR produkti povecavaju
dielektricnu konstantu te raste temperatura meksanja DNA. Osim sastava baza i ionske

jakosti, na temperaturu meksanja DNA utjeCe pH i1 molekule koje mogu stvoriti vodikove
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veze s funkcionalnim skupinama baza u sastavu DNA. Kod mutacije gena FMR1 na
temperaturu meksSanja utjeCe sastav baza i ionska jakost, odnosno veli¢ina PCR produkta.
Tocka meksanja normalnoga alela i premutacije, te alela s punom mutacijom, odreduje se
primjenom kontrolnih uzoraka s poznatim brojem tripleta CGG. Na temelju razli¢itih krivulja
meksanja mogu se razlikovati normalni, premutacijski aleli kao i aleli s punom mutacijom

(51, 67).

Svi ispitanici na temelju krivulje mekSanja DNA svrstani su u Cetiri kategorije: normalan broj

tripleta CGG (< 44 ponavljanja CGG), siva zona (od 45 do 53 ponavljanja CGG), premutacija

(od 54 do 200 ponavljanja CGG) i puna mutacija (> 200 ponavljanja CGG).

3.3. Interpretacija rezultata

Nakon zavrSetka procesa denaturacije DNA program automatski generira grafi¢ki prikaz
krivulje mekSanja DNA s negativnom prvom derivacijom fluorescencije U odnosu na

temperaturu. Interpretacija rezultata nakon provedenog testa izvodi se prema shemi na Slici 9.
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Slika 9. Shema interpretacije rezultata nakon provedene dTP-PCR metode.
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Temperature pri kojoj —dF/dT dosegne nultu to¢ku za kontrolne uzorke, uzima se kao
grani¢na vrijednost (67). Na temelju dobivenih grani¢nih vrijednosti temperatura za kontrolne
uzorke, ispitivani uzroci svrstavaju se u kategorije. Ako je nulta to¢ka —dF/dT uzorka
postignuta prije grani¢ne temperature, za kontrolne uzorke kazemo da je alel normalan. Ako
je nulta tocka —dF/dT uzorka postignuta nakon grani¢ne temperature, za kontrolne uzorke
kazemo da je alel proSiren.

Pacijente svrstavamo u jednu od kategorija na temelju rezultata krivulje meksanja kontrolnih
uzoraka koji su dostupni komercijalno. Potrebna su tri kontrolna uzorka: 53, 41 i 30 tripleta
CGG da bismo pacijenta mogli svrstati u odredenu kategoriju. Kontrolnim uzorkom koji
sadrzi 30 ponavljanja tripleta CGG odreduje se radi li se o0 normalnom ili proSirenom alelu,
dok kontrolnim uzorcima koji sadrze 41 1 53 ponavljanja tripleta CGG moze se tocno odrediti
pripada li pacijent kategoriji s normalnim alelom, sivoj zoni, premutaciji ili pak punoj

mutaciji (Slika 10).

B 30CGG
B 41CGG
B s3cGe

-dBFidT

| | | | | |
82 84 86 g8 90 o2 o4
Temperatura (*C)

Slika 10. Krivulja mek$anja DNA kontrolnih uzoraka.
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3.4. StatistiCke metode

Napravljena je deskriptivna statisticka obrada dobivenih rezultata i koriStene su adekvatne
statisticke metode iz programskog paketa Statistica 12.7 (StatSoft Inc. TULSA, OK, USA).

U postupku validacije dTP-PCR metode odredena je osjetljivost, specificnost metode te njena
pozitivna i negativna prediktivna vrijednost kao i podudarnost s referentnom metodom prema

formulama u Tablici 3.

Tablica 3. Matematic¢ke formule koriStene u validaciji dTP-PCR metode.

SP — stvarno pozitivan nalaz SN — stvarno negativan nalaz
LP —lazno pozitivan nalaz LN — lazno negativan nalaz
PPV — pozitivna prediktivna vrijednost NPV — negativna prediktivna vrijednost
o SP SN
Osjetljivost = SP+ LN Specificnost = SN+ LP
PPV = °F NPV =
~ SP+LP ~ SN +LN
Podud . SP + SN _ broj pozitivnih procjena
oquaarnost = SP+SN +LP+LN sve procjene
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4. REZULTATI

Na temelju krivulje mekSanja DNA tri kontrolna uzorka Coriell instituta za medicinska
istrazivanja odredene su srednje vrijednosti grani¢nih temperatura (Tablica 4) za razvrstavanje

uzoraka ispitanika u Cetiri kategorije.

Tablica 4. Srednja temperatura mek§anja DNA kontrolnih uzoraka.
Broj tripleta CGG 30 CGG 41 CGG 53 CGG
Srednja Tm/ °C 89,01 90,20 92,32

Analizirano je 40 nasumi¢nih uzoraka ispitanika ¢iji je broj tripleta CGG prethodno odreden
Southern blot metodom (Tablica 5). Od osam Zenskih uzoraka ispitanika njih pet su
heterozigoti za broj tripleta CGG na dva alela gena FMR1. Ucestalost razli¢itih veli¢ina
tripleta CGG prikazana je na Slici 11 iz koje je vidljivo da je najveéi broj ispitanika imao 30
tripleta CGG (22,5 %), dok ispitanika s premutacijom (54 — 200 tripleta CGG) nije bilo u

ispitivanom uzorku.
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Tablica 5. Genotipovi nasumi¢nih uzoraka DNA pacijenata sa sumnjom na FXS (n = 40)

Broj CGG odreden Southern blotom

Laboratorijska oznaka Spol Alel 1 Alel 2
Normalni aleli (< 30 CGG)

1 M 14

2 M 17

3 M 20

4 7 20 20

5 M 25

6 M 26

7 M 27

8 M 28

9 M 28

10 M 28

11 M 29

12 M 30

13 M 30

14 M 30

15 M 30

16 M 30

17 M 30

18 M 30

19 M 30

20 V4 30 30
Siva zona (31 - 53 CGG)

21 V4 27 31

22 V4 27 31

23 M 32

24 M 32

25 M 32

26 M 32

27 V4 32 32

28 M 33

29 M 34

30 V4 22 35

31 Z 24 35

32 M 37

33 M 38

34 M 39

35 M 43

36 M 46
Premutacija / puna mutacija (> 54 CGG)

37 Z 32 >200

38 M >200

39 M >200

40 M >200
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10

Ugestalost vedeg alela

SSRMARRAR

Broj tripleta CGG

Slika 11. Ucestalost veli¢ine tripleta CGG kod 40 ispitanika. Kod heterozigotnih uzoraka (osobe

zenskog spola) samo alel s ve¢im brojem tripleta uzet je u obzir.

Na temelju krivulje mekSanja DNA uzoraka ispitanika pomocu grani¢nih vrijednosti
temperatura kontrolnih uzoraka, ispitanici su razvrstani u Cetiri kategorije (Tablica 6), te je

najviSe onih koji imaju alele s do 30 tripleta CGG.

Tablica 6. Klasifikacija ispitanika na temelju rezultata krivulje mekSanja DNA.

Normalan alel Siva zona Premutacija Puna mutacija Ukupno

(230 CGG) (31-53 CGG) | (54-200 CGG) (= 200 CGG)
Muskarci 18 11 0 3 32
Zene 2 5 1 0 8
Ukupno 20 16 1 3 40

Ucinkovitost dTP-PCR metode ovisi o koriStenim grani¢énim vrijednostima temperature
mekSanja DNA razli¢itih kontrolnih uzoraka za interpretaciju samih rezultata. Kao §to je
vidljivo iz Tablice 7, uzorci se klasificiraju kao prosireni ako imaju alele od > 30, > 41 ili pak

> 53 tripleta CGG. Podudarnost rezultata dTP-PCR metode i referentne metode iznosi 90 %,
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95 % i 97,5 % kada su koriStene grani¢ne vrijednosti temperatura kontrolnih uzoraka od 30,

41153 tripleta CGG.

Tablica 7. Klasifikacija uzoraka DNA ispitanika dTP-PCR metodom koristenjem grani¢nih

vrijednosti temperatura razli¢itih kontrolnih uzoraka.

Genotipovi uzoraka (n=40)
Normalan Siva zona Premutacija | Puna
Klasifikacija nakon (<30 CGG) | (31-53 (54-200 mutacija Podudarnost,
krivulje meksanja CGQG) CGG) (>200 CGG) %*
Grani¢na vrijednost kontrolnog uzorka 53 CGG
Normalan (<53 CGG) | 20 15 0 1
Intermedijarni 0 0 0 0 95
Prosiren (>53 CGG) |0 1 0 3
Grani¢na vrijednost kontrolnog uzorka 41 CGG
Normalan (<41 CGG) | 20 15 0 0
Intermedijarni 0 0 0 0 97,5
Prosiren (>41 CGG) |0 1 0 4
Grani¢na vrijednost kontrolnog uzorka 30 CGG
Normalan (<30 CGG) | 17 15 0 0
Intermedijarni 0 0 0 0 90
Prosiren (>30 CGG) |3 1 0 4
Ukupan broj uzoraka 20 16 0 4

*Postotak podudarnosti odreden je na temelju udjela uzoraka koji su odredeni kao normalni i prosireni
(prosireni i intermedijarni) u odnosu na genotipove dobivene referentnom metodom s razli¢itim
grani¢nim vrijednostima temperatura meksanja DNA kontrolnih uzoraka.

Srednja temperatura meksanja DNA 40 ispitivanih uzoraka dobivena dTP-PCR metodom
dana je u Tablici 8, dok su na Slici 12 prikazane krivulje mekSanja DNA cetiri uzorka

ispitanika iz tri kategorije alela (normalan, siva zona i puna mutacija).

Tablica 8. Srednja temperatura mekSanja DNA ispitivanih uzoraka.
Broj tripleta CGG <30CGG | 31-53CGG | >54CGG
Srednja Tm/ °C 86,42 87,19 92,58
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Slika 12. Krivulje mek$anja DNA ¢etiri uzorka ispitanika.

Tocnost, istinitost 1 reproducibilnost rezultata dobivenih dTP-PCR metodom odredena je
usporedbom nasih rezultata s rezultatima referentne Southern blot metode $to je prikazano u

Tablici 9, te ona iznosi 95 %.

Tablica 9. Toénost i reproducibilnost dTP-PCR metode nasuprot Southern blot metodi.

S dTP-PCR | Southern blot | Tocnost, % | Reproducibilnost
Broj ispitanika

Normalan alel i siva zona

35 36
(<53 CGG)
Premutacija
0,
(54 — 200 CGG) 2 0 9 9%
Puna mutacija 3 4

(> 200 CGG)

Ponovljivost rezultata analize dTP-PCR metode utvrdena je na temelju rezultata temperature

meksanja DNA dobivenih za isti uzorak ispitanika u duplikatu (Slika 13).
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Slika 13. Rezultati temperature mek§anja DNA svakog uzorka ispitanika u duplikatu (Tml —

temperatura mekSanja DNA uzorka, Tm2 — temperatura mek$anja DNA istog uzorka drugi put).

Odredena je osjetljivost i specificnost dTP-PCR metode (Tablica 10), kao i njena pozitivna

(PPV) i negativna (NPV) prediktivna vrijednost (Tablica 11).

Tablica 10. Osjetljivost i specificnost dTP-PCR metode (svi uzorci napravljeni u duplikatu).

Osjetljivost (%) 95 % ClI Specifi¢nost (%) 95 % CI

<30 CGG 100 89,7-100 90,48 77,4-97,3
31-53 CGG 96,97 84,2-99,9 91,89 78,1-98,3
> 54 CGG 88,89 51,8-99,7 98,61 92,5-99,9

Rezultati temperatura mekSanja 40 ispitivanih uzoraka tumaceni su u odnosu na granicne
vrijednosti temperatura dobivene koriStenjem razli¢itih kontrolnih uzoraka. Tako je uz

kontrolu od 53 tripleta CGG 20 uzoraka klasificirano kao normalni, 15 kao siva zona te tri kao
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prosireni. Stoga je klini¢ka osjetljivost uz koristenje tog kontrolnog uzorka 88,89 % (CI 52,9-
99,7) (Tablica 10). Jedan je uzorak odreden kao proSiren, iako pripada sivoj zoni §to daje
pozitivnu prediktivnu vrijednost od 88,89 %. Jedan uzorak pune mutacije klasificiran je kao
normalan §to daje specifi¢nost od 98,61 %, te je negativna prediktivna vrijednost 98,61%
(Tablica 11).

Koristenjem 41 tripleta CGG kao kontrolnog uzorka za postavljanje grani¢ne temperature
mekSanja DNA samo je jedan uzorak krivo svrstan u punu mutaciju $to daje osjetljivost od
96,97 % 1 specifi¢nost od 91,89 % (Tablica 10).

Ako je za kontrolni uzorak uzet alel s 30 tripleta CGG postignuta je osjetljivost od 100 % i

specifi¢nost metode od 90,48 % (Tablica 10).

Tablica 11. Pozitivna i negativna prediktivna vrijednost dTP-PCR metode

(svi uzorci napravljeni u duplikatu).

PPV (%) | 95%Cl | NPV (%) | 95%Cl
<30 CGG 89,47 75,2-97,1 100 95,5-100
31-53CGG | 91,43 76,9-98,2 97,4 85,1-99,9
>54 CGG 88,89 51,8-99,7 98,61 92,5-99,9
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5. RASPRAVA

Prvi zadetci dTP-PCR metode datiraju iz 1996. godine, a metoda se zasnivala na tri para
pocetnica te je razvijena za probir populacije s intelektualnim zaostajanjem. Dobivena
klinicka specificnost te metode iznosila je 98,6 % i osjetljivost 98 % (68). Tada metoda jo$
nije bila dovoljno usavrSena da bi se mogla koristiti u svakodnevnoj dijagnostici, ali je
olaksala probir na FXS.

Prvu validaciju in-house RP-PCR (engl. Repeat Primed PCR) metode napravili su Chen i
suradnici 2010. godine na 171 uzorku i proveli su slijepo istrazivanje na 146 klinickih uzoraka
(69, 70). Time je pokazano da ta metoda moze zamijeniti Southern blot metodu u dijagnostici
broja tripleta CGG gena FMRL1, ali da je i dalje potrebna Southern blot metoda za utvrdivanje

statusa metilacije.

lako koristeni komplet kemikalija za odredivanje promjene broja ponavljanja tripleta CGG
gena FMR1 ima IVD CE oznaku, ipak je bilo potrebno napraviti validaciju ove metode jer je
koristen drugaciji uredaj za PCR u stvarnom vremenu od preporu¢enog od strane proizvodaca.
Umjesto ABI 7500 Fast Real-Time PCR uredaja (Thermo Fisher Scientific, Foster City,
California, USA) koristen je Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR uredaj (Thermo
Fisher Scientific, Foster City, California, USA). Jedina razlika medu uredajima je blok u
kojem se odvija PCR reakcija, koji je kod 7500 Fast Real-Time PCR uredaja manjeg
volumena (10 — 30 ul). Manji volumeni mu pomazu u brzem postizanju zeljene temperature i

reakcije od 40 ciklusa zavrse za 40 minuta.
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Metodom dTP-PCR jedan je heterozigotni uzorak (32/>200) u jednoj od analiza svrstan u
kategoriju premutacije s obzirom na temperaturu mekSanja DNA, dok je u dvije naknadne
analize okarakteriziran kao puna mutacija (Tablica 6). Jedan uzorak pune mutacije (> 200
tripleta CGG) ovom metodom proglasen je premutacijom, dok je naknadnom analizom

dobivena vrijednost temperature meksanja DNA odgovarala punoj mutaciji.

Na temelju rezultata iz Tablice 7 vidljivo je da je najve¢a podudarnost (97,5 %) dTP-PCR
metode sa Southern blot metodom ako se za postavljanje grani¢ne vrijednosti temperature
meksSanja koristi kontrolni uzorak s 41 tripletom CGG. Nesto manja podudarnost (95 %) je
ako se koristi kontrolni uzorak s 53 tripleta CGG, dok je najmanja podudarnost (90 %) ako se
koristi kontrola s 30 tripleta CGG. Sli¢ne su rezultate dobili Lim i suradnici validirajuci isti
komplet kemikalija s istim kontrolnim uzorcima (67). Kod njih je podudarnost iznosila 94,2;
97,11 88,6 % za kontrolne uzroke s 53, 41 i 30 tripleta CGG.

Najvecéa klini¢ka znafajnost ove metode postignuta je koriStenjem kontrolnog uzorka s 30
tripleta CGG s klinickom osjetljivos¢u od 100 % 1 klinickom specificnos¢u od 90,48 %.
Klini¢ka zna¢ajnost kontrolnih uzoraka od 41 i 53 tripleta CGG je ne$to manja (Tablica 10).
Visoka dijagnosticka osjetljivost 1 specificnost dTP-PCR metode potvrdena je i1 drugim

klinickim istrazivanjima (51, 71).

lako je Southern blot metoda zlatni standard u dijagnostici bolesti tripleta, ukljucujuéi i FXS,
pojava polimorfizma jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) moze
dovesti do gubitka ili stvaranja restrikcijskog mjesta te lazno pozitivnih rezultata prilikom
analize broja ponavljanja tripleta CGG gena FMR1 (22, 72). Takoder, ponekad je moguca

samo djelomi¢na digestija enzimima $to opet moze dovesti do lazno pozitivnih rezultata (22).
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Prednosti ove dTP-PCR metode su §to je mogu¢ probir velikog broja uzorka istovremeno za
odredivanje radi li se 0 normalnom alelu, premutaciji ili punoj mutaciji u smislu broja tripleta
CGG te je stoga vrlo prakti¢na za prenatalni probir na FXS.

Robusnost ove metode vidljiva je u jasnom razdvajanju krivulja meksanja DNA normalnog
alela od alela s punom mutacijom (Slika 12). Iako se grani¢ne temperature mekSanja DNA
kontrolnih uzoraka dobivenih na Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR uredaju nisu puno
razlikovale od temperatura istih uzoraka dobivenih na ABI 7500 Fast Real-Time PCR
uredaju, pokazalo se da grani¢ne temperature variraju ovisno o broju tripleta CGG prilikom
svakog izvodenja reakcije. Stoga je potrebno koristiti kontrolne uzorke prilikom svakog
izvodenja reakcije 1 za svaku analizu posebno odrediti granicne temperature mekSanja DNA

Sto je pokazano i u drugim validacijama ovakve metode (51, 67).

Nedostatci ove metode su to §to se njome ne moze odrediti to¢an broj ponavljanja tripleta
CGG, nego se ispitanici svrstavaju u jednu od kategorija (normalan broj i siva zona,
premutacija i puna mutacija). Takoder nema odredivanja statusa metilacije nositelja pune
mutacije. Ako se radi o punoj mutaciji mora se odrediti status metilacije, jer ako gen FMR1
nije metiliran bez obzira na > 200 tripleta CGG, nece do¢i do razvoja FXS-a.

U slucaju zenskih osoba ne moze se procijeniti utjecaj mutacije na fenotip zbog nasumicne
inaktivacije jednog od X kromosoma. Sve zenske osobe s premutacijom imaju velik rizik od
primarne insuficijencije jajnika povezane sa sindromom fragilnoga X kromosoma, dok sve
osobe nositelji premutacije imaju povecan rizik od sindroma tremora i ataksije povezanog sa
sindromom fragilnoga X kromosoma u kasnijoj Zivotnoj dobi (> 60 — 70 godina). Na to¢nost
rezultata analize mogu utjecati: prisutnost mozaicizma, prekidanje CGG ponavljanja

tripletima AGG te moguc¢a mutacija u genu FMR2 koja se ovim testom ne analizira. Tripleti
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CGG mogu biti prekinuti s vise tripleta AGG te tada nece do¢i do pravilnog vezanja pocetnica
i moguce je donijeti krivi zaklju¢ak na temelju analize krivulje meksanja DNA. Ponekad su
moguce mutacije u genu FMR2 (promjena broja tripleta CCG) koje uzrokuju blazi fenotip i
nesindromsku mentalnu retardaciju. Takoder su moguéi razni oblici mozaicizma s malim
udjelom te je takve uzorke potrebno posebno analizirati Southern blot metodom. Isti ovi
problemi odnose se i na analizu mutacija gena FMR1 Southern blot metodom, jer je prije
hibridizacije potrebno umnoziti 5' regiju gena FMR1 PCR-om te se rutinski obi¢no samo radi

analiza mutacija gena FMR1.
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6. ZAKLJUCAK

Gensko testiranje vazno je za potvrdu klinicke dijagnoze FXS-a i povezanih poremecaja te za

utvrdivanje nositelja alela s premutacijom kod planiranja potomstva.

Metoda dTP-PCR-a primjerena je za otkrivanje nositelja premutacija i mutacija gena FMR1 u
populaciji ispitanika koja obuhvaca osobe s intelektualnim potesko¢ama nepoznatoga uzroka,

0sobe s prijevremenom menopauzom te osobe s pozitivnom obiteljskom anamnezom za FXS.

Navedena metoda moze se koristiti kao test probira za odredivanje prisutnosti premutacije i/ili

mutacije gena FMR1 kod osoba s intelektualnim zaostajanjem nepoznatoga uzroka.
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8. POPIS KRATICA

S'UTR
App
Cl
CpG
dFmrl
DIG
DNA
dFmrp
dTP-PCR
FMR1
Fmrl
FMRP

FXPOI

FXS

FXTAS

GABA
kb
KBC
KH

LN

LP
Maplb
mGIuR

5' netranslatirani kraj (engl. 5" UnTranslated Region)

engl. Amyloid Precursor Protein

interval pouzdanosti (engl. Confidence Interval)

citozin gvanin dinukleotid

engl. Drosophila fragile X mental retardation 1 gene
digoksigenin (engl. Digoxigenin)

deoksiribonukleinska kiselina (engl. DeoxyriboNucleic Acid )
engl. D. Melanogaster fragile X mental retardation protein
izravni PCR s tri pocetnice (engl. direct Triplet-Primed PCR)
engl. Fragile X Mental Retardation 1 gene

engl. M. Musculus fragile X mental retardation 1 gene

engl. Fragile X Mental Retardation Protein

primarna insuficijencija ovarija povezana s fragilnim X sindromom (engl.

Fragile X-Associated Primary Ovarian Insufficiency)
sindrom fragilnog X kromosoma (engl. Fragile X Syndorme)

sindrom tremora i ataksije povezan s fragilnim X sindromom (engl. Fragile

X-Associated Temor/Ataxia Syndrome)

gama-amino-masla¢na kiselina (engl. Gamma-AminoButyric Acid)
Kilobaza

Klinicki bolni¢ki centar

engl. K-homology

lazno negativan nalaz

lazno pozitivan nalaz

engl. Microtubule Associated Protein 1B

glutamatski receptor (engl. metabotropic glutamate receptor)
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miRISC
MRNA
MMP
NES
NLS
NPV
PCR
PPV
Psd95
RGG
RNA
RP-PCR
Sema3F
SN

SNP

SP

m

engl. micro RNA Induced Silecing Complex

glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

metaloproteinaza matriksa

engl. Nuclear Export Signal

engl. Nuclear Localization Signal

negativna prediktivna vrijednost

lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction)
pozitivna prediktivna vrijednost

engl. Postsynaptic Density Protein 95

arginin glicin slog (engl. Arginine Glycine box)

ribonukleinska kiselina (engl. Ribonucleic Acid )

engl. Repeat Primed PCR

engl. Semaphorin 3F

stvarno negativan nalaz

polimorfizam jednog nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism)
stvarno pozitivan nalaz

temperatura meksanja (engl. melting temperature)
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