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Naslov: Struktura segmentalne duplikacije 5913.2 kao modifikator fenotipa spinalne misi¢ne

atrofije i amiotrofi¢ne lateralne skleroze

Sazetak: Spinalna miSi¢na atrofija (SMA) 1 amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) su bolesti
motoneurona. SMA je najce$¢i monogenski uzro¢nik smrtnosti dece, dok je ALS adultna,
neizleciva bolest sa vrlo progresivnim tokom. SMA je uzrokovana homozigotnim odsustvom
gena SMN1 u telomernom delu segmentalne duplikacije 5g13.2, dok se u njenom
centromernom delu nalazi gotovo istovetan gen SMN2 koji daje ~10% funkcionalnog
proteina SMN. Klini¢ka prezentacija SMA je izuzetno varijabilna i kreCe se od najtezeg
oblika kod novorodencadi (tip I) do blagog oblika sa adultnim pocetkom (tip IV).
Homogenost uzro¢ne mutacije i izrazena fenotipska heterogenost ukazuju na postojanje
genetickih, epigenetickih i sredinskih faktora koji modifikuju fenotip SMA. Visoka stopa
nejednakih hromozomskih rearanzmana u segmentalnoj duplikaciji 5q13.2 dovodi do
varijacija u broju kopija i strukturnih promena ne samo gena SMN, ve¢ i drugih prisutnih
gena, poput SERF1 i NAIP, i one mogu uticati na tok i tezinu bolesti. Dosadasnji podaci
ukazuju na to da bi jednim delom uzrok fenotipskih razlika kod SMA mogao biti razlicit
stepen metilacije promotora SMN2. Sporadi¢na ALS (SALS) ¢ini oko 90% svih slu¢ajeva
ALS i njena etiologija nije razjasnjena. lako se geneticka osnova, vreme pojave simptoma i
tok SMA i SALS razlikuju, usled sli¢cnosti patoloskih promena i ucesc¢a proteina SMN i
proteina asociranin sa ALS u zajednickim molekularnim putevima, medu genima
kandidatima za nastanak i progresiju SALS velika paznja usmerena je upravo na gene SMN.
Cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje genomske strukture, prirode rearanzmana i
epigenetickih oznaka u segmentalnoj duplikaciji 5q13.2 kod SMA bolesnika. Takode, cilj je
bio ispitivanje asocijacije broja kopija gena SMN1, SMN2, SERF1 i NAIP sa fenotipom decije
SMA, rizikom za nastanak SALS i prezivljavanjem SALS bolesnika.

U grupi od 99 SMA bolesnika i 122 roditelja bolesnika metodom umnozavanja veéeg broja
ligiranih proba (MLPA) analizirana su 442 hromozoma i identifikovano je 20 razli¢itih alela
telomernog dela duplikacije 5q13.2. Izmedu broja kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP i tipa
deCije SMA uocena je statisticki znacCajna obrnuto srazmerna korelacija (Spirmanov test
korelacije, SMN2 p=2,2e-16, SERF1 p=4,264e-10, NAIP p=2,722e-8). Generalizovanim
linearnim modelom 1 selekcijom unazad, pocevsi od punog modela koji je obuhvatio broj
kopija SMN2, SERF1 i NAIP i njihove dvostruke interakcije, dobijen je najbolji minimalni
model koji objasnjava fenotipsku varijabilnost dec¢ije SMA i obuhvata broj kopija SMN2
(p<2e-16) i SERF1 (p<2e-16) i njihov udruzeni efekat (p=0,026). Ispitivanje stepena
metilacije dela promotora gena SMN2 kod bolesnika sa SMA tipovima I, Il i Il primenom



metode analize krivih topljenja visoke rezolucije (HRM) ukazalo je na njegovu heterogenu
metilaciju, sto je potvrdeno molekularnim kloniranjem i Sangerovim sekvenciranjem. U grupi
od 153 SALS bolesnika iz populacije Srbije nije pokazana statisticki znacajna asocijacija
izmedu rizika za pojavu bolesti i broja kopija gena SMN1 (p=0,650, Fiserov test tacnosti),
SMN2 (p=0,369), SERF1 (p=0,257) i NAIP (p=0,908). Krive prezivljavanja zasnovane na
rezultatima multivarijabilne Koksove regresione analize pokazale su da tri kopije gena SMN1
(HR=10.276, 95% IP 3.106-33.998), nizi zbir revidirane skale funkcionalne procene
(ALSFRS-R) u trenutku dijagnoze (HR=0.885, 95% IP 0.834-0.938), brzi pad
funkcionalnosti (AALSFRS) (HR=2.193, 95% IP 1.618-2.972) i krace dijagnosti¢ko
kasnjenje (HR=0.939, 95% IP 0.888-0.994) rezultuju kra¢im prezivljavanjem bolesnika sa
SALS iz Srbije.

Rezultatima ove studije pokazana je izuzetno visoka inherentna nestabilnost regiona 5q13.2.
Delecije u telomernom delu regiona 5q13.2 karakteristiéne su pretezno za bolesnike sa SMA
tipom I, dok je genska konverzija gena SMN1 u SMN2 uglavnom osobina bolesnika sa SMA
tipovima Il i I11. Broj kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP uti¢e na klinicku prezentaciju decije
SMA 1 najboji minimalni model koji objasnjava njenu fenotipsku varijabilnost ukljucuje broj
kopija gena SMN2 i SERF1 i njihov udruzeni efekat. Kod bolesnika sa SMA tipom I, 11 i 11l
ispitivani deo promotora gena SMN2 odlikuje se metilacijom izuzetno visoke heterogenosti
za cije ispitivanje se metoda HRM pokazala kao neadekvatna. Vec¢i broj kopija gena SMN1
pokazao se kao negativan prognosticki faktor prezivljavanja SALS bolesnika, i ovaj
objektivno merljiv i vremenski nepromenljiv parametar, zajedno sa klinickim parametrima,
moze unaprediti algoritme za predvidanje toka bolesti i omoguciti efikasniji terapeutske
pristupe kod SALS.

Kljuc¢ne redi: spinalna miSi¢na atrofija, amiotrofi¢na lateralna skleroza, SMA, ALS, SMN1,
SMN2, H4F5, SERF1, NAIP, prezivljavanje
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Title: Structure of the 5913.2 segmental duplication as a modifier of the phenotype of spinal
muscular atrophy and amyotrophic lateral sclerosis

Abstract: Spinal muscular atrophy (SMA) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are motor
neurone diseases. SMA is the most frequent monogenic cause of infant mortality, whereas
ALS is an incurable late-onset disease with an inexorably progressive course. SMA is caused
by homozygous absence of the SMN1 gene located in the telomeric part of the 5q13.2
segmental duplication, while in its centromeric part resides a nearly identical copy named
SMNZ2 producing only ~10% of functional SMN protein. Clinical presentation of SMA is
extremely variable ranging from a severe infantile form (type 1) to mild adult-onset form
(type 1V). Homogeneity of the disease-causing mutation and extensive phenotypic variability
clearly indicate the existence of additional genetic, epigenetic and environmental factors
modulating SMA phenotype. High rate of unequal crossing over in 5g13.2 segmental
duplication results in copy number variations (CNVs) and complex structural rearrangements
of the two SMN genes and other genes residing in the same region, such as SERF1 and NAIP,
modulating disease progression and severity. EXxisting data suggest that, to some extent,
phenotypic discrepancies in SMA might be due to differences in methylation level of the
SMN2 promoter. Sporadic ALS (SALS) comprises ~90% of all ALS cases and has an
unknown aetiology. Even though aetiology, age at onset and progression may differ between
the diseases, due to similarities between ALS and SMA pathologies and the involvement of
SMN and some ALS-associated proteins in common molecular pathways, SMN1 and SMN2
genes were repeatedly studied as SALS susceptibility genes. The aim of this doctoral thesis
was to reconstruct genomic structure, the nature of rearrangements and epigenetic marks of
the 50.13.2 segmental duplication in SMA patients from Serbia. Furthermore, the aim was to
investigate if copy numbers of the SMN1, SMN2, SERF1 and NAIP genes are associated with
SMA type, susceptibility to SALS and survival in SALS patients from Serbia.

In a group of 99 SMA patients and 122 patients’ parents 442 chromosomes were analysed by
multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) and 20 different alleles of the
5013.2 telomeric part were observed. Statistically significant inverse correlation was found
between SMN2, SERF1 and NAIP CNVs and SMA type (Spearman rank test, SMN2 p=2.2e-
16, SERF1 p=4.264e-10, NAIP p=2.722e-8). Generalised linear model and backward
selection, starting with a full model including the SMN2, SERF1 and NAIP copy number and
their two-way interactions, revealed that the best minimal model explaining phenotypic
variation in childhood-onset SMA with the smallest set of variables included the SMN2
(p<2e-16) and SERF1 (p<2e-16) copy number and their joint effect (p=0.02628). Analysis of



the methylation level of a part of the SMN2 gene promoter in patients with SMA type I, Il
and Il by high resolution melting analysis (HRM) showed its heterogeneous methylation
additionally confirmed by molecular cloning and Sanger sequencing of individual clones. No
statistically significant association was found between CNVs of SMN1 (p=0.650, Fisher's
exact test), SMN2 (p=0.369), SERF1 (p=0.257) or NAIP (p=0.908) genes and SALS
susceptibility in the examined group of 153 Serbian SALS patients. Survival curves based on
the Cox model obtained by the multivariable Cox regression analysis showed that three
SMNL1 copies (HR=10.276, 95% CI 3.106-33.998), lower revised ALS functional rating scale
(ALSFRS-R) score at the time of diagnosis (HR=0.885, 95% CI 0.834-0.938), faster decline
of functionality over time (AALSFRS) (HR=2.193, 95% CI 1.618-2.972) and shorter
diagnostic delay (HR=0.939, 95% CI 0.888-0.994) result in shorter survival of Serbian SALS
patients.

Results of this study show extremely high inherent instability of the 5913.2 region. Deletions
in the 5913.2 telomeric part were mostly found in SMA type | patients, whereas SMN1-to-
SMN2 gene conversion was mainly a characteristic of type Il and 11l patients. Copy numbers
of the SMN2, SERF1 and NAIP genes influence SMA clinical presentation and the best
minimal model explaining phenotypic variability of early-onset SMA included SMN2 and
SERF1 copy numbers and their joint ffect. In patients with SMA types I, 1l and IlI the
analysed part of the SMN2 gene promoter is characterised by highly heterogeneous
methylation for whose analysis HRM proved to be inappropriate. Higher SMN1 copy number
was a negative prognostic factor for the survival of SALS patients and this objectively
measurable time-invariant genetic factor, together with clinical variables, may help develop
better algorithms for disease prognosis and more targeted clinical trials in SALS.

Key words: spinal muscular atrophy, amyotrophic lateral sclerosis, SMA, ALS, SMN1,
SMNZ2, H4F5, SERF1, NAIP, survival

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Molecular Biology

UDC number: 575.22:616.832(043.3)



Lista skracenica
ALS — amiotrofi¢na lateralna skleroza

ALSFRS-R — revidirana skala funkcionalne procene amiotrofi¢ne lateralne skleroze (eng.
Revised ALS Functional Rating Scale)

bp — bazni par

CNV - varijacija u broju kopija (eng. Copy Number Variation)

EtBr — etidijum bromid

FL-SMN transkript — SMN transkript pune duzine (eng. Full-Length SMN)
FALS — familijarna amiotrofi¢na lateralna skleroza

FVC — forsirani vitalni kapacitet plu¢a (eng. Forced Vital Capacity)
GTF2H2 — eng. General Transcription Factor I1H subunit 2

HRM analiza — analiza krivih topljenja visoke rezolucije (eng. High Resolution Melting
analysis)

kb — kilobaza
LRT — test koli¢nika verodostojnosti (eng. Likelihood Ratio Test)

MLPA — umnozavanje veceg broja ligiranih proba (eng. Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification)

MMSE — mala skala za procenu mentalnog statusa (eng. Mini-Mental State Examination)
NAIP — eng. NLR family Apoptosis Inhibitory Protein

nt — nukleotid

OD - opticka gustina (eng. Optical Density)

PCR — lanc¢ana rekacija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction)
rpm — obrtaji u minuti (eng. Rotation Per Minute)

SALS — sporadi¢na amiotrofi¢na lateralna skleroza

SD — segmentalna duplikacija

SERF1 —eng. Small EDRK-Rich Factor 1

SMA — spinalna miSi¢na atrofija

SMN - eng. Survival of Motor Neuron

SMN247 — SMN trnaskript bez egzona 7

TSS — mesto pocetka transkripcije (eng. Transcriptional Start Site)
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1. Uvod
1.1. Segmentalne duplikacije — pojam i fenotipske posledice

Segmentalne duplikacije (SD) zauzimaju ~5% genoma Coveka i predstavljaju
delove molekula DNK duze od 1 kilobaze (kb) i sa >90% istovetnosti sekvence (Bailey
et al. 2002). Medusobno se mogu razlikovati po broju kopija sekvenci koje sadrze,
nukleotidnom sastavu i/ili strukturi. Komparativne genomske analize pokazale su
znatno vece prisustvo SD u genomu ¢oveka u odnosu na genome drugih zivotinja, §to
ukazuje na to da ove ponovljene sekvence verovatno znacajno doprinoSe njegovoj
raznovrsnosti. Na primer, pokazano je da je raznovrsnost genoma ¢oveka uzrokovana
prisustvom SD ~100 puta veéa nego ona uzrokovana tac¢kastim genetickim varijantama
(Lupski, 2007). Medutim, SD su vrlo dinami¢ne usled prisustva gotovo istovetnih
ponovljenih sekvenci i mogu negativno uticati na stabilnost genoma jer su podlozne
nejednakim hromozomskim rearanzmanima. Nealelska homologna rekombinacija
uzrokuje nastanak varijacija u broju kopija (eng. Copy Number Variation, CNV), a
potom genska konverzija povecava varijabilnost u nastalim kopijama. Segmentalne
duplikacije specifi¢ne za humani genom uglavnom su bogate genima vaznim za razvoj
nervnog sistema i regulaciju apoptoze nervnih ¢elija. Oko 25 ovakvih delova genoma
povezano je sa razli¢itim neurorazvojnim i neurodegenerativnim oboljenjima (Cooper et
al. 2011; Kaminsky et al. 2011; Coe et al. 2014).

Segmentalne duplikacije ¢ine ukupno 3,49% (6,26 megabaza) hromozoma 5 kod
¢oveka i specifi¢ne su po tome §to se odlikuju stepenom istovetnosti ve¢im od 97,5%.
Jedna od najpolimorfnijih smestena je u regionu 5913.2 i istice se po svojoj slozenosti,
dinamiénosti i fenotipskim posledicama (Dennis et al. 2017). U okviru nje, varijacije u
broju kopija prisutnih gena ¢ine osnovu i faktore rizika za dve bolesti motornog neurona

— proksimalnu spinalnu misi¢nu atrofiju i amiotroficnu lateralnu sklerozu.



1.2. Spinalna miSi¢na atrofija
1.2.1. Pojam i klini¢ki tipovi spinalne miSi¢ne atrofije

Proksimalna spinalna miSi¢na atrofija (SMA) je naj¢e$¢i monogenski uzrok
smrtnosti u de¢ijem uzrastu sa incidencijom 1: 6 000 zivorodene dece (Pearn 1978) i
ucestalos¢u nosilaca uzro¢ne mutacije u opstoj populaciji Evrope od 1:35 (Feldkotter et
al. 2002; Cusin et al. 2003). Sa osobinama neurodegenerativne i neurorazvojne bolesti,
SMA predstavlja drugo najcesce autozomno-recesivno oboljenje nakon cisti¢ne fibroze.
Tokom bolesti dolazi do odumiranja a-motornih neurona u prednjim rogovima ki¢mene
mozdine, $to najpre uzrokuje slabost miSica, a potom i njihovu atrofiju. Atrofija
proksimalnih voljnih misi¢a izrazenija je kod donjih nego kod gornjih udova, dok misiéi
o¢iju i lica nikada nisu zahvaceni bole$¢u (Zerres et al. 1998; Simi¢ 2008). Kako bolest
napreduje, slabost i atrofija miSica zahvataju i distalne voljne misice, da bi na kraju bio
zahvacéen ceo trup. Slabljenje medurebarnih misica kod SMA bolesnika uglavnom je

praceno otezanim disanjem i okoncava se gusenjem kao najces¢im uzrokom smrti.

Klini¢ka slika SMA vrlo je varijabilna u pogledu vremena pojave simptoma,
njihove teZine, postignutth motornih veStina 1 duZine Zzivota. Medunarodni SMA
konzorcijum izdvojio je Ccetiri tipa SMA, od Cega tri decija tipa 1 jedan tip
karakteristian za odraslu zivotnu dob (Munsat & Davies 1992; Zerres & Rudnik-
Schoneborn 1995).

SMA tip | (OMIM #253300, SMAL ili Verdnig-Hofmanova bolest) je najtezi
oblik bolesti i naziva se i akutna de¢ija SMA. Simptomi SMAL se javljaju u prvih Sest
meseci zivota novorodenceta. U retkim sluc¢ajevima mogu se ispoljiti i u treCem
tromesecju trudnoce, $to se nekada izdvaja kao zaseban tip, SMAQ. Bebe sa SMA1
odlikuju se izrazenom slabo$¢u misi¢a i hipotonijom i nikada ne steknu sposobnost
samostalnog sedenja. Kod vise od 90% SMAL bolesnika o¢ekivana duzina Zivota iznosi
najviSe dve godine. Oko 8% bolesnika dozivi desetu godinu (Munsat & Davies 1992;
Zerres & Rudnik-Schoneborn 1995).

SMA tip Il (OMIM #253550, SMA2, intermedijarni tip bolesti) je nesto laksi
oblik SMA koji takode nosi nazive hroni¢na decija SMA ili Dubovicova bolest. Prvi

simptomi ispoljavaju se izmedu 6. i 18. meseca zivota u vidu usporenog motornog
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razvoja, smanjene telesne tezine i skolioze. Ovakvi bolesnici imaju sposobnost
samostalnog sedenja, ali ne i samostalnog hodanja. Zivotni vek je znadajno skracen, ali
uglavnom zive duze od dve godine, dok ¢ak 77% dozivi i dvadesetu godinu (Zerres &
Rudnik-Schoneborn 1995).

SMA tip Il (OMIM #253400, SMA3, Kugelberg-Velanderov sindrom) je jos$
blazi oblik bolesti, poznat pod nazivom blaga decija i juvenilna SMA. Odlikuje se
pojavom prvih simptoma izmedu 18. meseca i 30. godine Zivota. Ukoliko se simptomi
jave najkasnije do tre¢e godine zivota, bolest je oznaCena kao tip Illa, a ukoliko se
ispolje nakon tre¢e godine, kao SMA tip IIIb (Zerres & Rudnik-Schoneborn 1995).
SMAZ3 bolesnici imaju sposobnost samostalnog sedenja i hodanja, da bi je u nekom
trenutku u toku Zivota izgubili. Verovatnoc¢a hodanja sa 10, 20 i 40 godina za bolesnike
sa tipom Illa iznosi 73%, 44% i 34%, redom, dok za bolesnike sa tipom I11b iznosi 97%,
89% i 67%, redom. Duzina zivota SMAS3 bolesnika najée$ce nije izmenjena prisustvom
bolesti (Zerres & Rudnik-Schoneborn 1995).

SMA tip IV (OMIM #271150, SMA4) je neuporedivo redi oblik SMA koji se
javlja nakon tridesete godine zivota i oznacen je kao adultna SMA. Odlikuje se blagim

tokom, malim motornim o$tecenjima i normalnim zivotnim vekom.

1.2.2. Geneticka osnova spinalne misié¢ne atrofije

Osamdesetih godina dvadesetog veka postojale su dve pretpostavke o genetickoj
osnovi SMA: jedna prema kojoj je SMA1 uzrokovana mutacijama u jednom genu, a
SMAZ2 i SMA3 u drugom genu, i druga pretpostavka prema kojoj su sva tri tipa bolesti
uzrokovana mutacijama u istom genu. Analize vezanosti sprovedene u poslednjoj
deceniji dvadesetog veka pokazale su da uzro¢ni gen SMA2 i SMA3 mapira u regionu
5011.2-913.3 (Brzustowicz et al. 1990; Melki et al. 1990a). Samo pola godine kasnije
pokazano je da uzro¢ni gen SMA1 mapira u istom regionu (Gilliam et al. 1990; Melki,
et al. 1990b). Konacno, 1995. godine identifikovan je gen SMN (eng. Survival of Motor
Neuron, SMN) kao uzro¢nik sva tri tipa SMA. Uprkos tome, u literaturi je i dalje
uvrezen pogreSan opis SMA ne samo kao klini¢ki, ve¢ i kao geneti¢ki heterogene
bolesti. Velicina gena SMN iznosi 30 113 baznih parova (bp), a otvoreni okvir Citanja

duzine 882 bp sastoji se od 9 egzona (1, 2a, 2b-8) i kodira protein SMN (Lefebvre et al.

3



1995; Chen et al.1998). U blizini gena SMN mapiraju gen SERF1 (eng. Small EDRK-
Rich Factor 1; ranija oznaka gena: H4F5; HGNC ID: 10755, Entrez Gene: 8293;
Ensembl: ENSG00000172058), NAIP (eng. NLR family Apoptosis Inhibitory Protein;
ranija oznaka gena: BIRC1;, HGNC ID: 7634; Entrez Gene: 4671; Ensembl:
ENSG00000249437) i GTF2H2 (eng. General Transcription Factor IIH subunit 2;
ranija oznaka gena: p44; HGNC ID: 4656; Entrez Gene: 2966; Ensembl:
ENSG00000145736). Navedeni geni, uklju¢uju¢i i SMN, smeSteni su u segmentalnoj
duplikaciji duzine ~500 kb na hromozomu 5, u regionu g13.2. Geni su prisutni u veéem
broju kopija, a u zavisnosti od dela duplikacije u kom se nalaze oznaceni su kao

centromerne ili telomerne kopije gena (Slika 1.1).

5q cen 5q tel
centromerni deo | telomerni deo
GTF2H2 wNAIP SMN2 SERF1B | SERF1A SMN1 NAIP  GTF2H2
I | | 1=l I I [ | | |

Slika 1.1. Sematski prikaz segmentalne duplikacije 5g13.2 sa centromernim i telomernim

kopijama gena SERF1, SMN, NAIP i GTF2H2.



U telomernom delu SD u 5q13.2 nalazi se gen SMN1, uzro¢ni gen SMA, dok se
u centromernom delu nalazi gen SMN2 sa gotovo istovetnom sekvencom. Sekvence
ovih dvaju paralognih gena pokazuju ¢ak 99% istovetnosti, a razlike u sekvencama

nalaze se u 3' delu gena: intronima 6 i 7, i egzonima 7 i 8 (Slika 1.2).

~ G C A A G SMNI1
egzon 1, 23, 2b, 3-6 intron 6 egzon7 intron 7 egzon 8
NS4 N TN SMN2
TR, e ETE A ’
N

Slika 1.2. Sematski prikaz razlika u sekvenci i obrascu splajsovanja izmedu gena SMN1
(gore) i SMN2 (dole). Pet nukleotidnih razlika smesteno je u 3' delu gena — u intronima 6 i
7 1egzonima7i8.

1.2.3. Mutacije u genu SMN1

U osnovi molekularne patogeneze SMA nalazi se nedostatak proteina SMN
neophodnog za prezivljavanje motornih neurona, a uzrokovan je odsustvom
funkcionalnih kopija gena SMN1. Kod 98% SMA bolesnika uzrok bolesti je
homozigotno odsustvo egzona 7 gena SMN1, pri ¢emu je u 90% ovakvih slucajeva
odsutan i egzon 8. Preostalih 2% SMA bolesnika su sloZeni heterozigoti sa odsustvom
jedne kopije gena SMN1 i malom mutacijom (tackasta mutacija, mala insercija ili
delecija) u preostaloj kopiji (Wirth et al. 1999). Homozigotno odsustvo gena SMN2, u
prisustvu bar jedne kopije SMN1, ne dovodi do pojave bolesti, nema klini¢ki definisane
fenotipske posledice i prisutno je kod ~5% osoba iz opSte populacije. Istovremeno
homozigotno odsustvo SMN1 i SMN2 kod coveka nikada nije zabelezeno,
najverovatnije zbog toga §to je ovakav genotip letalan. To pokazuju i studije na Smn”"

miSevima ili miSevima sa neaktivnim genom Smn, kod kojih se morfoloske i



degenerativne promene uoc¢avaju ve¢ na stupnju morule, §to dovodi do smrti embriona

pre njegovog usadivanja u zid materice (Schrank et al. 1997).

Pojam homozigotno odsustvo u sluc¢aju gena SMN1 moze se odnositi na dva
razli¢ita mutaciona dogadaja: jedan je delecija celog gena SMNL1 ili bar egzona 7, a
drugi je genska konverzija gena SMN1 u SMN2, pri ¢emu se ova dva mutaciona
dogadaja mogu desiti u homozigotnom stanju ili u kombinaciji jedan sa drugim. Genska
konverzija predstavlja glavni uzrok varijacija u broju kopija gena SMN2, ali i varijacija
u sekvenci gena SMN2 (van der Steege et al. 1996; Hahnen et al. 1997). Genska
konverzija moze da se deSava i u smeru nastanka gena SMN1 od SMN2. Ucestalost de
novo mutacija u regionu 5g13.2 izuzetno je velika, oko 2%, §to predstavlja i glavni

uzrok velike ucestalosti nosilaca uzrocne mutacije u opstoj populaciji.

1.2.4. Ekspresija gena SMN i obrada primarnog transkripta

Jedinu funkcionalnu razliku gena SMN2 u odnosu na gen SMN1 predstavlja
sinonimna nukleotidna zamena na poziciji 6 u egzonu 7 (c.840C>T). lako translaciono
tiha, ova sinonimna nukleotidna promena znac¢ajno uti¢e na obradu transkripata dvaju
gena. Obradom transkripata gena SMN1 nastaje zrela iRNK koja obuhvata sve egzone
gena (egzone 1, 2a, 2b-8), oznafena kao ceo transkript (eng. Full-Length SMN
transcript, FL-SMN). Obradom ¢ak 90% transkripata gena SMN2 nastaje iRNK koja ne
poseduje egzon 7 (SMN247). Egzon 7 ima duzinu od 54 bp i odlikuje se slabim 3'
mestom splajsovanja (Lim et al. 2001). Kako bi bio prepoznat od strane splajsozoma,
neophodni su dodatni elementi. Ukljucenje egzona 7 u zrelu iRNK regulisano je
postojanjem cis-elemenata u egzonima i intronima — pojaciva¢ima i utiSiva¢ima
splajsovanja. Navedeni cis-elementi bivaju prepoznati od strane trans-faktora — proteina
koji su regulatori splajsovanja. Vazan pojaciva¢ splajsovanja CAGACAA smesten je na
5' kraju egzona 7. Medutim, njegova sekvenca je izmenjena u egzonu 7 gena SMN2
(TAGACAA) upravo usled nukleotidne zamene ¢.840C>T, ¢ime se spreCava vezivanje
odgovarajucih trans-faktora. Kao posledica toga, egzon 7 transkripta SMN2 ostaje
neprepoznat od strane splajsozoma, sto dovodi do preteznog nastanka transkripata
SMN247 (Lorson et al. 1999). Dodatno, pretpostavlja se da ova nukleotidna zamena
dovodi i do formiranja utiSivaca splajsovanja, §to dodatno doprinosi iskljucenju egzona
7 iz zrele SMN2 iIRNK (Kashima et al. 2003). Nijedna od dve navedene pretpostavke

6



nije odbacena i one nisu nuzno medusobno iskljuc¢ive (Cartegni et al. 2006; Kashima et
al. 2003; Kashima et al. 2007). Zbirni uticaj pomenutih, ali i drugih pojacivaca i
utiSivaca splajsovanja u egzonu 7 i okruzuju¢im intronima dovodi do toga da gen SMN2
daje svega ~10% funkcionalnog proteina SMN. FL-SMN, dobijen bilo obradom
transkripata gena SMNL1 ili SMN2, sa stop kodonom na 3' kraju egzona 7, kodira isti
protein SMN koji se sastoji od 294 aminokiseline. Transkripti SMN247 kodiraju
okrnjeni proteinski produkt od 282 aminokiseline koji je nestabilan i ima smanjenu
sposobnost oligomerizacije, $to je osnovni preduslov za obavljanje njegove uloge u

¢eliji.
1.2.5. Protein SMN

Oba gena SMN su ubikvitarno eksprimirana, ali je njihova ekspresija u ki¢menoj
mozdini izuzetno visoka (Coovert et al. 1997; Lefebvre et al. 1997). Protein FL-SMN
ima molekularnu tezinu od 38 kDa. Nasuprot njemu, gen SMN2 uglavnom dovodi do
nastanka okrnjenog proteina SMN koji je manje stabilan (Lorson et al. 1998), ali
zadrzava odredeni nivo funkcionalnosti. Ovo je pokazano na SMA misSevima koji su
posedovali transgene ¢ijom obradom nastaju transkripti Smn47, a koji prezivljavaju
duZe nego misevi bez ovog transgena (Le et al. 2005). U ¢eliji, protein SMN prisutan je
kako u citoplazmi, tako i u jedru. Za razliku od difuznog prisustva u citoplazmi, SMN je
u jedru lokalizovan u strukturama oznacenim kao Kahalova tela ili u njihovim
blizanackim telima (eng. gemini bodies, gemini of Cajal bodies) (Liu et al. 1996; Young
et al. 2000).

Protein SMN predstavlja najznacajniji deo veleg proteinskog kompleksa,
oznacenog kao kompleks SMN, u kome ovaj protein, nakon homooligomerizacije,
regrutuje dodatne proteine iz grupe Gemin stupajuéi u neposrednu interakciju sa njima
(Pellizzoni 2007). Protein SMN nastao od transkripta SMNA7 ima izrazito manju
sposobnost oligomerizacije, pa tako i smanjenu sposobnost za ostvarenje uloge u ¢eliji
(Lorson et al. 1998). To bi moglo da bude jedno od objasnjenja zasto gen SMN2 nije
dovoljan da nadomesti odsustvo gena SMN1. Osnovna uloga kompleksa SMN je
biogeneza malih nukleusnih ribonukleoproteinskih estica (eng. small nuclear
ribonucleoprotein particles, snRNP) koje ulaze u sastav splajsozoma, usled Cega je

protein SMN ukljucen u metabolizam RNK, S$to objasnjava velike posledice njegove
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narusene strukture i funkcije. Ipak, ova univerzalna uloga proteina SMN ne objasnjava
selektivno odumiranje a-motoneurona, jer bi narusena funkcija splajsozoma imala
posledice i po druge celije. Sve ovo ukazuje na to da protein SMN u motornim
neuronima verovatno ima dodatnu ulogu koja je od sustinskog znacaja za njihovo
prezivljavanje. Pokazano je da SMN ucestvuje u transportu iRNK za -aktin do aksona i
konusa rasta motoneurona (Rossoll et al. 2002; Rossoll et al. 2003, Fallini et al. 2012).
Takode je pokazano da su transport proteina SMN 1 njegova lokalizacija u citoplazmi
naruseni u odsustvu dela proteina kodiranog egzonom 7. Dodatno, transfekcija neurona
pacova konstruktima humanog gena SMN bez egzona 7 imala je za posledicu nastanak
skracenih aksona (Zhang et al. 2003). Ovo moZe objasniti pojavu misi¢ne slabosti kod

SMA bolesnika i atrofiju kao posledicu smanjene inervacije misica.
1.2.6. Geni segmentalne duplikacije 5913.2 kao modifikatori fenotipa SMA

Identi¢na uzro¢na mutacija ne moze da objasni izrazenu klini¢ku heterogenost
SMA. Glavni priznati geneticki modifikator SMA je broj kopija gena SMN2 koji se
najcesce krece od 1 do 4, a u izuzetnim slucajevima do 8 kopija (Feldkatter et al. 2002;
Wirth et al. 2006). Osnovni mehanizami nastanka povecanog broja kopija gena SMN2
su genska konverzija i duplikacija. Budu¢i da svaka kopija gena SMN2 daje ~10%
funkcionalnog proteina SMN, ve¢i broj kopija SMN2 dovodi do blazeg klini¢kog
ispoljavanja bolesti. Oko 80% SMA1 bolesnika ima 1-2 kopije SMN2, 82% SMAZ2 ima
3 kopije, a 96% SMAS3 bolesnika poseduje 3-4 kopije SMN2, od ¢ega oni sa tipom 3a
pretezno imaju 3 kopije, a sa tipom 3b 4 kopije. SMA4 bolesnici poseduju 4-6 kopija
gena SMN2 (Feldkotter et al. 2002; Wirth et al. 2006). Pretpostavlja se da je 8 kopija
gena SMN2 dovoljno da osoba sa homozigotnim odsustvom gena SMN1 bude u
potpunosti zasti¢ena od pojave SMA.

Dodatno, kopije gena SMN2 ne moraju biti funkcionalno jednake (Burghes
1997). Himerne kopije gena SMN2, koje su zadrzale 5' kraj gena SMNL1, a kod kojih je
ostatak gena konvertovan u SMN2, imaju vecu sposobnost da ublaze klinicku sliku
SMA u poredenju sa kopijama SMN2 kod kojih je genska konverzija zahvatila i 5' kraj
gena. Smatra se da dodatni uzrok funkcionalnih razlika izmedu kopija gena SMN2
predstavlja metilacija molekula DNK.

Broj kopija drugih gena smestenih u 5013.2 segmentalnoj duplikaciji moze

uticati na klini¢ku sliku bolesti, s obzirom na to da i oni podlezu brojnim strukturnim
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rearanzmanima. Gen SERF1 predstavlja opsti regulator proteinske agregacije i
toksi¢nosti i postoji u dve istovetne kopije: SERF1A (telomerna) i SERF1B
(centromerna) (van Ham et al. 2010). Gen NAIP prisutan je kao kompletna telomerna
kopija i ve¢i broj nekompletnih kopija (pseudogena) i njegov proteinski produkt je
negativni regulator apoptoze motoneurona (Liston et al. 1996). Delecije telomerne
kopije NAIP, a narocito SERF1, prate delecije gena SMN1 kod SMA bolesnika.
Prethodne studije koje su ispitivale korelaciju izmedu broja kopija gena SERF1 i NAIP i
tezine klinicke slike SMA pruzile su oprecne rezultate i Cesto su imale metodoloska
ograniCenja (Roy et al. 1995; Burlet et al. 1996; Velasco et al. 1996; Scharf et al. 1998;
Arkblad et al. 2009; Amara et al. 2012; He et al. 2013).

1.2.7. Promotorski region gena SMN i epigeneti¢ka regulacija

Kao §to je ve¢ pomenuto, geni SMN1 i SMN2 odlikuju se izuzetno visokim
stepenom istovetnosti sekvence, §to se takode odnosi na njihove promotorske regione
(Boda et al. 2004; Echaniz-Laguna et al. 1999; Monani et al. 1999). Uporedivanjem
uzvodnih sekvenci ovih dvaju gena jedina uocena razlika bila je broj ponovljenih
motiva CA u okviru polimorfnog mikrosatelitskog lokusa C272 (AglCA) smeStenog
469 bp uzvodno od start kodona ATG (ime transkripta u bazi Ensembl: SMN1-202; ID
transkripta: ENST00000380707.8; Genome assembly: GRCh38.p10) (DiDonato et al.
1994; Wirth et al. 1995). Uprkos tome, pokazano je da razli¢it broj ovih ponovaka ili
¢ak njihovo potpuno odsustvo ne dovode do znacajnih razlika u aktivnosti promotora
gena SMN (Echaniz-Laguna et al. 1999). U uzvodnom delu gena SMN identifikovana su
tri mesta pocetka transkripcije (eng. Transcriptional Start Site, TSS): prvo se nalazi na
poziciji 296 bp uzvodno od start kodona (Monani et al. 1999), drugo 241 bp uzvodno od
start kodona (Germain-Desprez et al. 2001), a trece na poziciji 162 bp uzvodno od start
kodona (Echaniz-Laguna et al. 1999) (Slika 1.3). U literaturi je opisan veéi broj
pokusaja definisanja osnovnog promotora gena SMN (Echaniz-Laguna et al. 1999;
Monani et al. 1999). Iako medu dobijenim rezultatima postoje razlike, osnovni promotor
se moze suziti na region ukupne duzine 150 bp uzvodno i nizvodno od treceg TSS na
poziciji koja je 162 bp uzvodno od start kodona. Element TATA predstavlja deo
osnovnog promotora gena SMN i smesten je 49 bp uzvodno u odnosu na trece TSS, sto
je veéa udaljenost TATA elementa od TSS u odnosu na veéinu eukariotskih gena.



2401 CCCCATGTTTGTCTTTCCTTGTTTGTCTTTATATAGATCAAGCAGGTTTTAAATTCCTAG 2460
2461 TAGGAGCTTACATTTACTTTTCCAAGGGGGAGGGGGAATAAATATCTACACACACACACA 2520
2521 CACACACACACACACACACACACACACTGGAGTTCGAGACGAGGCCTAAGCAACATGCCG 2580
2581 AAACCCCGTCTCTACTAAATACAAAAAATAGCTGAGCGTGGTGGCGCACGCCTATAGTCC 2640
2641 TAGCTACTGGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAGCCCAAGAAGTCGAGGCTGCAGT 2700
2701 GAGC%FAGATCGCGCCGCTGCACTCCAGCCTGAGCGACAGGGCGAGGCTCTGTCTCAAAA 2760
2761 CAAACAAACAAAAAAAAAAGGAAAGGAAATATAACACAGTGAAATGAAAGGATTGAGAGA 2820
2821 AATGAAAAATATACACGCCACAAATGTGGGAGGGCGATAACCACTCGTAGAAAGCGTGAG 2880
2881 AAGTTACTACAAGCGGTCCTCCCGGCCACCGTACTGTTCCGCTCCCAGAAGCCCCGGGLG 2940
2941 GCGGAAGTCGTCACTCTTAAGAAGGGACGGGGCCCCACGCTGCGCACCCGCGGGTTTGCT 3000

3001 ATGGCGATGAGCAGCGGCGGCAGTGGTGGCGGCGTCCCGGAGCAGGAGGATTCCGTGCTG 3060

3061 TTCCGGCGCGGCACAGGCCAGGTGAGGTCGCAGCCAGTGCAGTCTCCCTATTAGCGCTCT 3120

Slika 1.3. Sematski prikaz dela promotorskog regiona gena SMN1 i SMN2. Crnim strelicama su
oznacena tri mesta pocetka transkripcije (TSS). Sekvenca prvog egzona je podvucena i u njoj je
podebljanim slovima predstavljen start kodon ATG. Element TATA je osencen i prikazan
podebljanim slovima.
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Nivo ekspresije gena ne zavisi samo od sekvence DNK i transkripcionih regulatora,
ve¢ je regulisan i epigenetickim mehanizmima. Vazan epigeneticki mehanizam kod
eukariota je metilacija DNK kovalentnim vezivanjem metil-grupe (-CH3) za 5' ugljenikov
atom citozina, ¢ime nastaje 5-metil-dezoksicitidin. Kod sisara se ova modifikacija najcesce
desava u okviru CpG dinukleotida koji nisu ravnomerno, ali ni potpuno nasumicno
rasporedeni u genomu. Prevashodno se nalaze u regionima koji se nazivaju CpG ostrvca
(eng. CpG islands). Prema definiciji, CpG ostrvca su sekvence DNK duzine >200 bp u
kojima je zastupljenost nukleotida G i C veca od 50%, a odnos uoc¢enog i o¢ekivanog broja
CpG >0,6. Analiza genoma coveka pokazala je da preko polovina gena za proteine sadrzi
CpG ostrvca, i to na svojim 5' krajevima, tj. u promotorskim regionima (Saxonov et al.
2006) ili u prvih nekoliko egzona gena. Cinjenica da oko 50% CpG ostrvaca obuhvata i
TSS (Suzuki et al. 2008) istice njihovu vaznost u procesu transkripcije gena (Bird 1986;
Craig and Bickmore, 1994). Procena je da u genomu ¢oveka postoji preko 20 000 CpG
ostrvaca, cija se duzina kre¢e od 0,5 do 4 kb. U somatskim celijama coveka, 70-80%

citozina u CpG ostrvcima je metilovano, $to je oko 1% ukupnog broja citozina u genomu.

Prema istrazivanju iz 2009. godine na SMA bolesnicima (Hauke et al. 2009), gen
SMNZ2 podleze genskom utiSavanju posredovanom metilacijom promotorskog regiona, pri
¢emu se stepen metilacije povecava srazmerno tezini klini¢ke slike. In silico predvidanje
broja i polozaja CpG ostrvaca ukljucenih u epigeneti¢cku regulaciju ekspresije SMN2
metilacijom DNK izvrSeno je u pomenutom istrazivanju analizom sekvence gena SMN2
uzvodno i nizvodno od start kodona ATG ukupne duzine ~3000 bp. Na ovaj nacin Hauke i
saradnici su identifikovali 4 CpG ostrvceta u okviru ~2 kb oznac¢ena redom sa CG1 (duzine
252 bp, GC sadrzaj 54,8%), CG2 (duzine 223 bp, GC sadrzaj 58,3%), CG3 (duzine 446 bp,
GC sadrzaj 62,1%) i CG4 (duzine 303 bp, GC sadrzaj 59,4%). Ova Cetiri CpG ostrvceta
sadrze ukupno 85 dinukleotida CpG, od ¢ega se 14 nalazi u CG1 (smesteno od -896 do -
645), 12 u CG2 (od -469 do -247), 38 u CG3 (od -151 do +295) i 21 u CG4 (od +844 do
+1146). Sve navedene pozicije posmatrane su u odnosu na start kodon ATG (gde je A iz
start kodona oznacen kao nukleotid +1), a ne u odnosu na jedno od tri TSS. CG2 obuhvata

najuzvodnije od tri TSS gena SMN2 (na poziciji 296 bp uzvodno od start kodona), dok se
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drugo TSS (na poziciji 241 bp uzvodno od start kodona) nalazi odmah nizvodno od CG2, a
trece TSS neposredno uzvodno od CG3.

Hauke i saradnici su pokazali da su ostrvca CG1 i CG4 hipermetilovana, da je
ostrvce CG3 hipometilovano, a da se ostrvce CG2 odlikuje srednjim stepenom metilacije.
Utvrdivanjem stepena metilacije promotorskog regiona SMN2 metodom pirosekvenciranja i
poredenjem izmedu bolesnika sa SMA tipom | i SMA tipom Il koji su nosili po dve kopije
SMN2 pokazano je da postoje znacajne razlike u stepenu metilacije medu pacijentima
razli¢itih tipova SMA, i to na 7 dinukleotida CpG: CG1 (-871, -695), CG2 (-296, -290) i
CG4 (+855, +988, +1103). Medutim, najizrazenija razlika uocena je na poziciji -296 (CG2;
tip I SMA: 94.1+6.3%; tip Ill SMA: 66.7+8.0%, P=0.000084, t-test) koja se poklapa sa
pozicijom prvog TSS gena SMN2.

1.3. Amiotrofi¢na lateralna skleroza

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je neurodegenerativno oboljenje i najcesca
bolest motornog neurona odraslih koja se odlikuje neizbezno i nezaustavljivo progresivnim
tokom i relativno brzim smrtnim ishodom. Pojam amiotrofija u nazivu bolesti ukazuje na
propadanje miSi¢nih vlakana usled njihove denervacije izazvane odumiranjem
motoneurona, $to dovodi do slabosti pogodenih misica i vidljivih fascikulacija. Lateralna
skleroza je patohistoloski termin koji se odnosi na zadebljanje prednjih i bocénih
kortikospinalnih puteva buduci da motoneuroni u ovim zonama odumiru i bivaju zamenjeni
glijom. Klasicna ALS klini¢ki je prepoznatljiva po istovremenom oSteCenju gornjeg
(centralnog) motornog neurona u kori velikog mozga i donjeg (perifernog) motornog
neurona u jedrima mozdanog stabla i prednjim rogovima ki¢mene mozdine. Medutim, ovaj
Klinicki entitet odlikuje se velikom fenotipskom heterogenoscu i kontinuum bolesti moze

da varira od zahvacenosti samo gornjeg do obolevanja isklju¢ivo donjeg motornog neurona.
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1.3.1. Epidemiologija amiotrofi¢ne lateralne skleroze

Najveca do sada zabelezena incidencija ALS u Srbiji registrovana je 2000. godine i
iznosila je 1,88 na 100 000 stanovnika, dok je najniza zabelezena 1998. godine i iznosila je
0,61 na 100 000. Prema poslednjim epidemioloskim podacima, incidencija ALS na teritoriji
Beograda iznosi 1,11 na 100 000 stanovnika (Stevi¢ et al. 2016). Ukupna incidencija u
svetu iznosi 1,68 na 100 000 stanovnika, (Marin et al. 2016), a prevalencija 5,4 na 100 000
stanovnika (Chio et al. 2013), usled ¢ega se ALS svrstava u grupu retkih bolesti. Ucestalost
bolesti daleko je niZza u pojedinim etni¢kim grupama, ukljucujuc¢i ameri¢ke Indijance
(Gordon et al. 2013), ali opisana su 1 podru¢ja u svetu sa izrazito viSom incidencijom
bolesti, poput ostrva Guam, ostrva Kii u Japanu, zapadnog dela Nove Gvineje (Kurland et
al. 1961), itd. Incidencija bolesti raste sa staro$c¢u, dostizuci najvecu vrednost izmedu 50. i
75. godine zivota, nakon ¢ega opada (Preux et al. 1996; Traynor et al. 2000; Hardiman et
al. 2011). Ovaj podatak ukazuje na to da ALS nije bolest starenja, ve¢ da starost predstavlja
samo jedan od brojnih faktora rizika (Hardiman et al. 2011). Bolest je 1,3-1,6 puta ¢esca
kod muskaraca nego kod Zena (Hirtz et al. 2007; Mehta et al. 2014). Epidemioloski podaci
iz Srbije iz 2016. godine pokazuju da je prose¢na starost na pocetku bolesti bila ~58
goding, i da je odnos muskaraca i zena bio 1,5:1 (Stevi¢ et al. 2016). ALS ranog pocetka, sa
pocetkom pre 30. godine Zivota, ¢eS¢a je kod muskaraca i odlikuje se uglavnom spinalnim
pocetkom, dok je pojava bolesti nakon 70. godine zivota ¢e$¢a kod Zena i odlikuje se
pretezno bulbarnim pocéetkom. Prema studiji iz 2016., kod bolesnika sa teritorije Beograda
spinalni pocetak bio je ¢eS¢i kod muskaraca, sa odnosom 65,9%:34,1%, dok je bulbarni
pocetak bio ¢eséi kod Zena (63,1%:36,9%) (Stevic et al. 2016).

1.3.2. Dijagnostikovanje amiotrofi¢ne lateralne skleroze

Velika klinic¢ka varijabilnost na samom pocetku bolesti 1 odsustvo jasnog bioloSkog
dijagnostickog markera otezavaju postavljanje rane dijagnoze ALS. El Escorial kriterijumi
za dijagnostiku ALS revidirani 1998. godine (Brooks et al. 2000) povecali su senzitivnost u
dijagnostici ALS i doprineli boljoj i preciznijoj dijagnozi. Prema ovim Kkriterijumima,
postavljanje dijagnoze ALS zahteva prisustvo znakova progresivnog propadanja gornjeg i
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donjeg motoneurona, kao i odsustvo elektrofizioloskih i patoloskih procesa karakteristi¢nih
za druga oboljenja koja se odlikuju slicnim simptomima. Uprkos postojanju pomenutih
kriterijuma, dijagnoza ALS uglavnom se svodi na razli¢ite nivoe sigurnosti sa kojima se

tvrdi da osoba ima klinicki sigurnu, klini¢ki verovatnu ili klini¢ki moguc¢u ALS.

1.3.3. Geneticka osnova amiotrofi¢ne lateralne skleroze

Do 10% slucajeva ALS je nasledno (FALS) i uzrokovano mutacijama u rastuéem
broju gena (Robberecht & Eykens 2015). Preostalih ~90% slucajeva ALS su sporadi¢ni,
bez porodicne istorije bolesti. Sporadicni ALS (SALS) smatra se sloZzenim,
multifaktorijalnim oboljenjem 1 suStinski predstavlja klinicku dijagnozu podrzanu
neurofizioloskim testiranjem. Istrazivanja su ukazala na znacajnu ulogu genetickih faktora
rizika za patologiju SALS, od kojih nijedan faktor nije sam po sebi dovoljan da uzrokuje
bolest, dok sredinski i stohasti¢ki faktori i njihove interakcije poveéaju predispoziciju za
nastanak bolesti kod geneticki podloznih osoba. Dodatno, oko 10% osoba poseduje
mutacije u genima asociranim sa FALS (Turner et al. 2013; Chio et al. 2014). Iz studija
asocijacije gena-kandidata ili studija asocijacije na ¢itavom genomu proizaSao je veéi broj
tackastih varijanti u genima asociranim sa nastankom ALS (Dunckley et al. 2007; Van
Rheenen et al. 2016), ali sa nejasnim doprinosom patogenezi bolesti. Medutim, pored
tackastih varijanti, znacajan izvor genetiCke varijabilnosti predstavljaju varijacije u broju
kopija koje imaju fenotipske efekte i vazan su faktor rizika za nastanak brojnih bolesti
¢oveka, ukljucujuéi i ALS (Blauw et al. 2010).

Usled sli¢nosti patoloskih promena u ALS sa patologijom SMA i ucesé¢a proteina
SMN i proteina asociranih sa ALS u zajednickim molekularnim putevima, medu genima
kandidatima za nastanak i progresiju SALS velika paznja usmerena je upravo na gene
SMN1 i SMN2. Nezavisno sprovedene studije slucajeva i kontrola, pre svega u
populacijama Holandije, Francuske i Svedske, pruzile su razli¢ite, nekada i opre¢ne
rezultate o uticaju broja kopija gena SMN1 i SMN2 kao faktora koji uticu na rizik za pojavu
SALS i vreme prezivljavanja bolesnika (Corcia et al. 2002; Veldink et al. 2005; Corcia et
al. 2006; Corcia et al. 2012).
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Studije sprovedene na veéem uzorku i U vecem broju razlicitih populacija mogu
nadomestiti nedostatke manjih studija i pruziti verodostojnije rezultate. Statisticki i
analiticki metod koji kombinuje i objedinjuje razli¢ite, medusobno nezavisne studije, i
integriSe njihove rezultate u zajednicki, jedinstveni rezultat, predstavlja meta-analizu.
Studija na holandskoj populaciji iz 2012. godine upotpunjena meta-analizom (Blauw et al.
2012) i meta-analiza sprovedena 2014. godine (Wang et al. 2014) pruzile su jednake i
ubedljive statisticke dokaze da duplikacija gena SMNL, tj. tri kopije ovog gena, predstavlja
znacajan faktor rizika za pojavu SALS. Mehanizam kojim povecan broj kopija SMN1
dovodi do nastanka bolesti nije razja$njen. Medutim, jedna od pretpostavki je da
duplikacija gena SMN1 predstavlja faktor rizika nezavisan od koli¢ine proteina SMN i da
njome verovatno bivaju zahvacene i okolne sekvence, poput sekvenci gena SERF1 i NAIP
(Corcia et al. 2006), sto moze predstavljati nezavisan ili dodatni faktor rizika za pojavu

bolesti. Asocijacija broja kopija ovih gena sa nastankom SALS do sada nije istrazena.

1.3.4. Klini¢ki faktori za procenu tezine Kklinicke slike i vremena
prezivljavanja kod SALS bolesnika

Od Klinicki prepoznatljivih i merljivih parametara, najve¢u snagu pri proceni
vremena preZivljavanja bolesnika sa SALS imaju respiratorni status i funkcionalna
sposobnost bolesnika, a naro¢ito promena njihovih vrednosti tokom vremena. Respiratorni
status opisuje se procenjenim forsiranim vitalnim kapacitetom pluc¢a (eng. Forced Vital
Capacity, FVC) i predstavlja meru oStecenja respiratornih misi¢a. Funkcionalna sposobnost
bolesnika opisuje se zbirom revidirane skale funkcionalne procene (eng. Revised ALS
Functional Rating Scale, ALSFRS-R) i predstavlja meru ogranienja aktivnosti
svakodnevnog zivljenja i samostalnog funkcionisanja bolesnika (Gordon et al. 2009;
Paganoni et al. 2014). Medutim, predvidanje toka bolesti zasnovano samo na koris¢enju
ovih dvaju klinickih parametara pokazalo se nepouzdanim u klini¢koj praksi budu¢i da
odumiranje motornih neurona moZe otpoceti 1 mnogo pre nego Sto oStecenje 1 ogranicenje
aktivnosti bolesnika postanu klinicki vidljivi 1 merljivi. Stoga je neophodno da se postojeci
algoritmi za prognozu toka bolesti i vremena prezivljavanja bolesnika, zasnovani iskljucivo
na klinickim parametrima, dopune genetickim faktorima rizika koji se objektivno mere i ne

menjaju tokom vremena.
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2. Ciljevi rada

Predmet izucavanja ove doktorske disertacije je ispitivanje uticaja strukture i epigenetickih

oznaka segmentalne duplikacije 5q13.2 kao modifikatora fenotipa spinalne misi¢ne atrofije

1 amiotroficne lateralne skleroze. U skladu sa tim specifi¢ni ciljevi rada bili su:

1.

Opisati hromozomske rearanzmane i rekonstruisati strukturu telomernog dela
segmentalne duplikacije 5q13.2 kod bolesnika sa spinalnom misi¢nom atrofijom

tipa I, 111 I11'i roditelja bolesnika iz populacije Srbije.

Ispitati korelaciju broja kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP sa tipom spinalne
miSi¢ne atrofije.

Ispitati udruzeni efekat broja kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP na fenotipsku

varijabilnost spinalne misi¢ne atrofije.

Ispitati stepen i obrazac metilacije promotorskog regiona gena SMN2 oko prvog
mesta pocetka transkripcije kod bolesnika sa spinalnom miSi¢nom atrofijom iz

Srbije i moguca ograni¢enja u metodoloS§kim pristupima.

Ispitati asocijaciju broja kopija gena SMN1, SMN2, SERF1 i NAIP sa rizikom za

pojavu sporadi¢nog oblika amiotrofi¢ne lateralne skleroze kod bolesnika iz Srbije.

Ispitati udruzeni efekat ispitivanih genetickih, demografskih i klini¢kih faktora na
vreme prezivljavanja bolesnika sa sporadicnim oblikom amiotroficne lateralne

skleroze iz Srbije.
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3. Materijali i metode
3.1. Ispitanici
3.1.1. Spinalna miSi¢na atrofija

Deo istrazivanja vezan za SMA obuhvatio je 99 nesrodnih bolesnika iz Srbije (51
osobu Zenskog pola i 48 muskog) koji su ispunjavali klinicke kriterijume za dijagnozu
SMA (Munsat 1991) i kod kojih je molekulano-genetickim analizama potvrdeno
homozigotno odsustvo egzona 7 gena SMN1. Uzorci bolesnika sakupljeni su u perodu od
2001. do 2013. godine u saradnji sa Klinikom za neurologiju i psihijatriju za decu i
omladinu u Beogradu i Univerzitetskom de¢jom klinikom u Beogradu. Buduéi da je vreme
pojave prvih simptoma jedan od kriterijuma za svrstavanje bolesnika u odredeni tip bolesti,
a da je njegova procena subjektivna, osnovni kriterijum za svrstavanje bolesnika u
odgovaraju¢i tip bolesti bila je njihova sposobnost/nemoguénost da samostalno
sede/hodaju. Na ovaj nacin 23 bolesnika su svrstana u tip | (nisu imali sposobnost
samostalnog sedenja), 37 u tip Il (imali sposobnost samostanog sedenja, ali ne i hodanja) i
39 u tip I (imali sposobnost samostalnog hodanja koju su kasnije izgubili). Molekularno-
geneticke analize uradene su u Centru za humanu molekularnu genetiku, Univerzitet u
Beogradu — Bioloski fakultet, kao sastavni deo dijagnostickog protokola. Koris¢ene su
metode analize polimorfizma konformacije jednolancane DNK (eng. Single-Strand
Conformation Polymorphism Analysis, SSCP) (Lefebvre et al. 1995) ili bidirekciono

sekvenciranje egzona 7 gena SMN1.

Studija je obuhvatila i 122 roditelja SMA bolesnika koji su dali saglasnost za uc¢esce

u istrazivanju.

Deo studije koji se odnosi na SMA odobren je od strane Eti¢kog odbora Klinike za
neurologiju i psihijatriju za decu i omladinu u Beogradu (broj dozvole 1-9/2 od
28.03.2016.) (Prilog 1).

U svrhu izrade ove doktorske teze sacinjen je registar SMA bolesnika koji je

sadrzao osnovne sociodemografske podatke (pol, datum rodenja), od klinickih podataka
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informaciju o sposobnosti samostalnog sedenja/hodanja i tipu SMA u koji je bolesnik

svrstan, kao i sve geneti¢ke podatke dobijene u okviru rezultata ove teze.

3.1.2. Amiotrofi¢na lateralna skleroza

Revidirane El Escorial kriterijume predvidene od strane Svetske federacije
neurologa za postavljanje dijagnoze ALS (Brooks et al. 2000) ispunila su ukupno 154
bolesnika (91 muskarac, 63 Zene) hospitalizovana na Klinici za neurologiju Klini¢kog
centra Srbije u periodu od januara 2015. godine do kraja juna 2017. godine. Jedan bolesnik
je isklju¢en iz studije usled tumora ki¢mene mozdine, Sto je uticalo na njegovu
funkcionalnost i tok bolesti. Preostala 153 bolesnika (90 musSkaraca, 63 Zene) testirani su na
prisustvo dveju najc¢escih uzro¢nih mutacija ALS u populaciji Srbije (Marjanovié¢ et al.
2017) — mutaciju p.Leul45Phe (¢.435G>C prema transkriptu u bazi Ensembl oznacenom sa
SOD1-201; ID transkripta ENST00000270142.10) u genu SOD1 i ekspanziju ponovljenog
motiva GGGGCC u genu C9orf72 (mutacija = [GGGGCC] > 30).

U svrhu izrade ove doktorske teze sainjen je lokalni registar ALS bolesnika koji
objedinjuje brojne klinicke i geneticke podatke. Iz usmenih izjava SALS bolesnika,
njihovih zdravstvenih kartona i klini¢kih pregleda, pored osnovnih sociodemografskih
podataka (pol, datum rodenja), prikupljeni su i slede¢i podaci: starost na pocetku bolesti,
simptomi na pocetku bolesti (spinalni, bulbarni, respiratorni), mesto pocetka bolesti za
bolesnike sa spinalnim pocetkom (ruke/noge/ruke i noge), tip motoneurona zahvacenog
boles¢u (gornji/donji/gornji 1 donji), dijagnosticko kasnjenje u mesecima (definisano kao
broj meseci proteklih izmedu pocetka bolesti i postavljanja dijagnoze), znacajni
komorbiditeti, ElI Escorial kategorija u trenutku dijagnoze (sigurna ALS/verovatna
ALS/mogu¢a ALS), zbir skale ALSFRS-R i procenjen FVC u procentima u dvema
vremenskim tackama (trenutku dijagnoze t; i trenutku uzimanja uzorka krvi tz), zbir male
skale za procenu mentalnog statusa (eng. Mini-Mental State Examination, MMSE) u
trenutku uzimanja uzorka krvi, terapija lekom Rilutek® (sa aktivnom supstancom riluzol) i
starost u slucaju eventualnog smrtnog ishoda bolesnika. Detalji u vezi sa demografskim i

klinickim osobinama bolesnika prikazani su u Tabeli 3.1. Longitudinalni podaci za zbir
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ALSFRS-R i FVC bili su dostupni za 91 i 71 pacijenata, redom. Promena zbira ALSFRS-R
I vrednosti FVC tokom vremena izracunata je na sledeé¢i nac¢in: AALSFRS = (ALSFRS-Ry,
- ALSFRS-Rﬂ) / t2-t1 1 AFVC = (FVCtz - FVCtl) / tz-tl.

Uzorci 153 nesrodne osobe (90 muskaraca, 63 zene) iz opSte populacije Srbije uzeti
iz zbirke uzoraka Centra za humanu molekularnu genetiku, Univerziteta u Beogradu —

Bioloskog fakulteta, koris¢eni su kao kontrolni uzorci.

Za ispitivanje sprovedeno na SALS saglasnost je dao Eti¢ki odbor Klini¢kog centra
Srbije (broj dozvole 339/4 od 15.06.2017.) (Prilog 2).
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Tabela 3.1. Demografske i klinicke osobine 153 ispitivana SALS bolesnika iz populacije
Srbije. Vrednosti AALSFRS i AFVC bile su dostupne za 91 i 71 bolesnika, po redu

navodenja.

Demografske i klinicke promenljive

Pol, n (%)

zenski 63 (41.2)

muski 90 (58.8)
Vreme pocetka bolesti, prosek+SD, godine 58.9+£10.3
Dijagnosticko kasnjenje, prosek+=SD, meseci 14.1+11.4
Simptomi na pocetku bolesti, n

bulbarni 25

spinalni 126

NA 2
Mesto pocetka bolesti za bolesnike sa spinalnim pocetkom, n

ruke 54

noge 62

ruke i noge 10
Tip opstecenja motoneurona u vreme dijagnoze, n

gornji 17

donji 31

gornji i donji 100

NA 5
Zbir ALSFRS-Ry;, medijana (opseg) 39 (6-48)
AALSFRS*, medijana (opseg) 0.94 (0-5.54)
FVCi, medijana (opseg) 100 (29-157)
AFVC*, medijana (opseg) 1.94 (0-30)
Zbir MMSE, medijana (opseg) 28 (16-30)
Rilutek®, n 35
Br. umrlih do juna 2017., n 54

n — broj bolesnika; NA — nepoznat podatak; ALSFRS-Ry; — zbir skale ALSFRS-R u
trenutku dijagnoze t;; FVCy — vrednost FVC u trenutku dijagnoze t;; A — promena

odgovarajuceg parametra Kroz vreme.
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3.2. Molekularno-geneti¢ke metode

3.2.1. lzolacija genomske DNK iz periferne krvi i provera kvaliteta izolovane
DNK

Uzorci periferne krvi ¢uvani su na +4°C (sveze uzete krvi) ili -20°C (ranije

sakupljeni uzorci krvi) do trenutka izolovanja DNK. Genomska DNK izolovana je iz

uzoraka periferne krvi koris¢enjem komercijalnog kita QlAamp DNA Blood Mini Kit

(Qiagen, Nemacka) prema slede¢em protokolu:

Protokol za izolovanje DNK iz krvi koriséenjem komercijalnog kita QlAamp DNA Blood

Mini Kit (Qiagen, Nemacka):

1.

9.

u mikrotubu zapremine 1,5 ml (Eppendorf, Nemacka) ispipetirano je 500 pnl
periferne krvi i 1 ml pufera TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=8),

smesa je centrifugirana 2 minuta na 10 000 obrtaja u minutu (eng. Rotation Per
Minute, rpm) (Labofuge 400R, rotor 3324, Heraeus instruments, Nemacka) na
sobnoj temperaturi,

supernatant je odliven i dobijeni talog je resuspendovan u 1 ml pufera TE,
vorteksovan, centrifugiran 2 minuta na 10 000 rpm,

korak 3 je ponavljan dok talog limfocita nije postao belicast,

nakon dobijanja belicastog taloga dodato je 20 ul proteinaze K i 300 ul pufera AL,
smeSa je vorteksovana ~15 s, kratko centrifugirana (eng. spin-down) i zatim
inkubirana 10 min na 56°C,

nakon kratkog centrifugiranja dodato je 300 ul 96% etanola (Reahem, Srbija),
smesa je vorteksovana ~15 s i kratko centrifugirana,

sadrzaj iz mikrotube prenet je na kolonu sa silika-membranom smestenu u prihvatnu
tubu i centrifugiran je 1 min na 8 000 rpm,

filtrat sa prihvatnom tubom je odbacen i kolona je smestena u novu prihvatnu tubu,

10. dodato je 500 pl pufera AW1 i centrifugirano je 1 min na 8 000 rpm,

11. filtrat sa prihvatnom tubom je odbacen i kolona je smestena u novu prihvatnu tubu,

12. dodato je 500 ul pufera AW?2 i centrifugirano je 3 min na 13 000 rpm,
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13. filtrat sa prihvatnom tubom je odbacen i kolona je prebacena u mikrotubu
zapremine 1,5 ml,

14. dodato je 70 ul sterilne vode bez nukleaza (Nuclease-Free Water, Qiagen,
Nemacka) i inkubirano je na sobnoj temperaturi 1-5 min,

15. centrifugirano je 1 min na 13 000 rpm,

16. dobijeni uzorak DNK ¢uvan je na +4°C ili -20°C do dalje analize.

Provera kvaliteta izolovane DNK vrSena je elekroforezom u agaroznom gelu.
Koriséen je 0,8% (w/v) agarozni gel pravljen u puferu 0,5X TBE (0,045 M Tris-borat,
0,001 M EDTA, pH=8) i bojen etidijum bromidom (EtBr) u krajnjoj koncentraciji od 0,5
pg/ml. Elektroforeza je izvodena u puferu 0,5X TBE, a kao pufer za nalivanje uzoraka
koriséen je 0,25% (w/v) bromfenol-plavo, 0,25% (w/v) ksilencijanol i 30% (v/v) glicerol
(Sambrook et al. 1989). Diskretna traka visoke molekulske teZine ukazivala je na to da je

izolovana DNK u nativnom stanju.

Protokol za pripremu agaroznog gela i elektroforeza u agaroznom gelu:

1. 0,8% (wl/v) rastvor agaroze (Serva, Nemacka) u puferu 0,5X TBE zagrevan je do
kljucanja i zagrevanje je nastavljeno dok rastvor nije postao potpuno bistar,

2. U rastvor je dodat EtBr (Tokyo chemical industry co., Itd, Japan) u finalnoj
koncentraciji od 0,5 pg/ml, a potom je rastvor ohladen do ~50°C,

3. ohladen rastvor naliven je u kadicu za elektroforezu i ostavljen je da polimerizuje na
sobnoj temperaturi,

4. po 5 ul uzorka DNK pomesano je sa puferom za nalivanje uzoraka u odnosu 5:1 i
naliveno u bunari¢ agaroznog gela,

5. elektroforeza je vrSena u puferu 0,5X TBE u trajanju od 15 min na konstantnom
naponu od 100 V u sistemu za elektroforezu (Wide Mini-Sub® Cell GT, BioRad,
SAD),

6. po zavrsetku elektroforeze, gel je izlozen UV svetlu (A=254 nm) na transiluminatoru

(Mini-transilumminator, BioRad, SAD) i fotografisan.
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3.2.2. Odredivanje koncentracije izolovane DNK

Za odredivanje koncentracije izolovanih DNK koriS¢ena je fluorometrijska metoda
za kvantifikaciju pomocu uredaja Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, SAD) i
komercijalnog seta Qubit™ dsDNA BR Assay Kits (Invitrogen, SAD) koji omogucava
odredivanje koncentracije DNK u opsegu od 100 pg/pl do 1000 ng/pl.

Protokol za odredivanje koncentracije genomske DNK kori§¢enjem seta Qubit™ dsDNA
BR Assay Kit (Invitrogen, SAD):

1. pripremljen je Qubit™ radni rastvor meSanjem reagensa Qubit™ dsDNA BR sa
puferom Qubit™ dsDNA BR u odnosu 1:200,

2. standardna kriva napravljena je dodavanjem po 10 pl Qubit™ Standard#1 (0 ng/ul)
1 Qubit™ Standard#2 (100 ng/pl) u po 190 ul Qubit™ radnog rastvora,

3. koncentracija analiziranih uzoraka merena je dodavanjem 5 pl uzorka DNK u 195
pul Qubit™ radnog rastvora, tako da je krajnja zapremina u svakoj mikrotubi
iznosila 200 pl,

4. smeSe u svim tubama su kratko vorteksovane, a zatim inkubirane na sobnoj
temperaturi 1 min,

5. koncentracije izrazene u ng/ul ocitavane su na uredaju Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, SAD).

Sva merenja vrSena su U za to namenjenim mikrotubama Qubit™ Assay Tubes

zapremine 0,5 ml (Thermo Fisher Scientific, SAD).

3.2.3. Odredivanje broja kopija gena segmentalne duplikacije 5q13.2
primenom metode umnoZavanja veceg broja ligiranih proba (MLPA)
Odredivanje broja kopija gena SMN1, SMN2, SERF1, NAIP i GTF2H2 smestenih u
segmentalnoj duplikaciji 5q13.2 vrSeno je metodom umnozavanja veceg broja ligiranih
proba (eng. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MLPA). MLPA je metoda
za odredivanje broja kopija veceg broja razlicitih ciljnih sekvenci DNK (do 60) u jednoj

tubi koriS¢enjem samo jednog para prajmera i zasniva se na umnozavanju i relativnoj
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kvantifikaciji proba koje se dodaju u uzorak i vezuju za ciljnu sekvencu, a ne same ciljne
sekvence (Schouten et al. 2002) (Slika 3.1). Svaka MLPA proba sastoji se od dve
poluprobe — jedne kratke sinteticke oligonukleotidne sekvence i druge duze
oligonukleotidne sekvence dobijene koriS¢enjem faga MI13. Svaka kratka sinteticka
poluproba sadrzi na svom 3' kraju sekvencu duzine 21-30 nukleotida (nt) komplementarnu
ciljnoj sekvenci, a na 5' kraju sekvencu duzine 19 nt zajednicku za sve MLPA probe koja je
istovetna sa sekvencom fluorescentno obelezenog prajmera. Duza poluproba sadrzi na
svom 5' kraju sekvencu duzine 25-43 nt komplementarnu ciljnoj sekvenci, a na svom 3'
kraju sekvencu zajedni¢ku za sve MLPA probe duzine 36 nt komplementarnu drugom,
neobelezenom prajmeru, kao i umetnutu sekvencu izmedu njih (eng. stuffer) ¢ija se duzina
razlikuje medu razli¢itim probama. Ukoliko je ciljna sekvenca prisutna, dve poluprobe se
vezuju za nju, i to samo ako su joj apsolutno komplementarne, tj. ukoliko u mestu
vezivanja probe nije doslo do mutacija tipa tackastih mutacija, malih insercija ili delecija.
Samo one poluprobe koje su se vezale za susedne ciljne sekvence mogu biti povezane
fosfodiestarskom vezom u jedinstvenu probu u reakciji katalizovanoj ligazom. Koris¢enjem
jednog para prajmera sve ligirane probe bivaju umnozene metodom lancane rekacije
polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR), pri ¢emu se dobijeni umnosci
medusobno razlikuju po duzini zahvaljuju¢i umetnutoj sekvenci 1 fluorescentno su
obeleZeni na svom 5' kraju. Nakon zavrSenog PCR-a, dobijeni proizvodi reakcije razdvajaju
se po duzini kapilarnom elektroforezom, a identifikuju se i kvantifikuju upotrebom softvera
Coffalyser.Net (MRC-Holland, Holandija).
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3. Umnozavanje: ligirane probe umnozavaju se koris¢enjem jednog para prajmera.
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4. Kapilarna elektroforeza: proizvodi PCR razdvajaju se na osnovu svoje duzine.

___BEEREMCE SAMDIE 7
SAMPLE1

TEST SAMPLE X

WININAIE.
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Slika 3.1. Prikaz koraka u metodi umnozavanja veceg broja ligiranih proba (MLPA). Slika 25
preuzeta sahttps://www.mlpa.com/WebForms/\WebFormMain.aspx?Tag=_hS-AvFINWhk
PMY19Z1Z2dCx7-VKDGgJgQ1luzZmJTgWTQ i modifikovana).



https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=_hS-AvFINWhk%0bP996;%20%20ed%20SMN2%20copy%20number.%20Hum.oro,%20Italy,%20April%2029%20-%20May%20%20na%20istom%20projektu.%20розе
https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=_hS-AvFINWhk%0bP996;%20%20ed%20SMN2%20copy%20number.%20Hum.oro,%20Italy,%20April%2029%20-%20May%20%20na%20istom%20projektu.%20розе

Umnozavanje svake probe metodom PCR zavisi od prisustva i broja kopija ciljne
sekvence. Budu¢i da je MLPA relativna metoda za kvantifikaciju, svaki eksperiment
ukljucuje i referentne uzorke koji moraju biti izolovani iz istog tkiva i pripremljeni na isti
nacin kao i ispitivani uzorci i moraju posedovati normalan broj kopija ciljnih i referentnih
sekvenci. Prilikom obrade rezultata najpre se signali ciljnih i referentnih sekvenci
pojedina¢nog uzorka porede medusobno (eng. intrasample normalisation), a potom se
signali za pojedina¢nu probu ispitivanog uzorka porede sa signalima za istu tu probu iz
grupe referentnih uzoraka (eng. intersample normalisation). Upravo zbog postojanja koraka
normalizacije unutar pojedinacnog uzorka, metoda MLPA omogucéuje da pocetne
koncentracije ispitivanih uzoraka budu medusobno razlicite (ali nikako nize od donje

potrebne granice za samu metodu).

Za odredivanje broja kopija gena smestenih u regionu 5q13.2 kori$¢ena je smeSa
proba SALSA MLPA probemix P021-A2 SMA (MRC Holland, Holandija). U ovoj smesi
proba nalazi se devet kontrolnih fragmenata, 15 proba specifi¢nih za region 5q13.2 i 22
referentne probe specifi¢ne za druge regione genoma. Medu kontrolnim fragmentima jedan
sluzi kao standard za proveru preostalih osam kontrolnih fragmenata, 4 fragmenta Q svojim
visokim signalima ukazuju na nisku koncentraciju DNK ili neuspes$nu ligaciju, 2 fragmenta
D svojim niskim signalima ukazuju na neuspe$nu denaturaciju, dok su poslednja dva
fragmenta specifi¢na za hromozome X i Y i pruzaju podatak o polu ispitivane osobe. Probe
specifi¢ne za region 5q13.2 su: 2 probe specifi¢ne za egzon 7 gena SMN1 i SMN2, 2 probe
za egzon 8 gena SMNL1 i SMN2, po jedna proba za egzone 1, 4 i 6 i 8 obaju gena (ukazuju
na ukupan br. kopija gena SMN1 i SMN2), jedna proba za egzon 5 gena NAIP kojom se
odreduje broj telomernih kopija ovog gena, jedna proba za egzon 13 gena NAIP i NAIPy
koja ukazuje na ukupan broj kopija celih i okrnjenih gena NAIP, tri probe za odredivanje
broja kopija gena GTF2H2, proba za odredivanje broja kopija gena SERF1A i SERF1B i
jedna proba za gen RAD17 smesten ~300 kb nizvodno u odnosu na gen SMN1. Proba za
odredivanje broja kopija gena SERF1A i SERF1B oznacena je kao SERFI1B-up, a
specifi¢na je za sekvencu koja se prostire na 9167-9101 baznih parova uzvodno od SERF1A
I SERF1B (prema transkriptima iz base Ensembl SERF1A-002; ID transkripta
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ENST00000354833 i SERF1B-001; ID transkripta ENST00000380750). Pored smese
proba, koris¢en je SALSA MLPA EK1 kit (MRC Holland, Holandija) koji sadrzi sledece
reagense: SALSA MLPA Buffer, SALSA Ligase-65, Ligase Buffer A i Ligase Buffer B,
SALSA PCR Primer Mix i SALSA Polymerase. Metoda MLPA izvodi se prema protokolu

proizvodaca koji je jedinstven nezavisno od koris¢ene smesSe proba, a sprovodi se u tri

koraka: denaturacija DNK i hibridizacija proba sa ciljnom sekvencom, ligacija proba i

umnozavanje proba metodom PCR.

=

3.2.3.1. Denaturacija DNK i hibridizacija proba sa matricom

U mikrotube zapremine 0,2 ml (Multiply®-Pro Recip. 0,2ml, Sarstedt, Nemacka)
dodato je po 5 pl uzorka DNK (ukupne koli¢ine 200-500 ng),

uzorci su denaturisani na 98°C 5 min u masini za PCR (Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, SAD), a potom odmah
prebacivani na led (Eppendorf® PCR Cooler, Eppendorf, Nemacka),

pripremljena je smeSa za hibridizaciju koja je za svaku pojedinacnu reakciju
sadrzala: 1,5 ul SALSA MLPA Buffer i 1,5 pl SALSA MLPA probemix P021-A2
SMA,

smesa je vorteksovana, a zatim dodata u zapremini od po 3 pl u tube sa uzorcima
DNK,

smesa je homogenizovana pipetiranjem gore-dole,

hibridizacija je vrSena u masini za PCR prema slede¢em temperaturnom profilu:

95°C 1 min, a zatim 60°C u trajanju 16-20 ¢asova.

3.2.3.2.  Reakcija ligacije hibridizovanih proba

Pripremljena je smeSa za ligaciju koja je za svaku pojedinacnu reakciju sadrzala: 25
ul vode bez nukleaza (Qiagen, Nemacka), 3 ul Ligase Buffer A, 3 ul Ligase Buffer
B,

smesa je kratko vorteksovana, a potom je za svaku reakciju dodato po 1 pl enzima
Ligase-65,

smesa je homogenizovana pipetiranjem gore-dole,
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4. temperatura u masini za PCR spustena je na 54°C,

5. u svaku mikrotubu od 0,2 ml dodato je po 32 pl smeSe za ligaciju 1 sve je
promesano pipetiranjem gore-dole vodeci racuna da ne dode do stvaranja mehurova
vazduha,

6. ligacija je izvrSena u masini za PCR prema slede¢em temperaturnom profilu:
54°C 15 min (reakcija ligacije), zatim 98°C 5 min (inaktivacija enzima Ligase-65),

20°C do nastavka eksperimenta.

3.2.3.3.  Umnozavanje ligiranih proba metodom PCR

1. Na sobnoj temperaturi pripremljena je smeSa za PCR koja je za svaku pojedinacnu
reakciju sadrzala: 2 ul SALSA PCR Primer Mix, 7,5 pl vode bez nukleaza (Qiagen,
Nemacka) i 0,5 pl SALSA Polymerase,

2. smesa je promesana pipetiranjem gore-dole,

3. na sobnoj temperaturi, u svaku tubu sa proizvodima ligacije dodato je po 10 pl
smeSe za PCR,

4. smesa je homogenizovana pipetiranjem gore-dole,

5. reakcija PCR-a sastojala se od: 35 ciklusa denaturacije na 95°C 30 sekundi,
hibridizacije prajmera na 60°C 30 sekundi i ekstenzije prajmera na 72°C 1 min.
Finalna elongacija vrSena je na 72°C 20 min, a uzorci su ¢uvani na 15°C do analize

kapilarnom elektroforezom.

3.2.3.4. Kapilarna elektroforeza

Proizvodi PCR-a analizirani su kapilarnom elektroforezom koja podrazumeva
razdvajanje fluorescentno obelezenih umnozaka koris¢enjem genetickog analizatora (ABI-
3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD) i analizu rezultata kori$¢enjem

odgovarajuceg softvera.
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Priprema uzoraka za kapilarnu elektroforezu:

1. na opticku plocu sa 96 bunarica (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction
Plate, Applied Biosystems, SAD) naliveno je po 0,7 ul proizvoda reakcije
MLPA,

2. U svaki bunari¢ sa uzorkom dodata je smesa od 0,2 pl standarda za duzinu
DNK (Gene Scan 500 Lize Size Standard, Applied Biosystems, SAD) i 9 pl
Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD),

3. uzorci su denaturisani inkubiranjem opticke ploc¢e u masini za PCR na 86°C 3
min, a potom ohladeni trenutnim stavljanjem ploce na led,

4. kapilarna elektroforeza vrsena je pod slede¢im uslovima: FragmentAnalysis
modul za elektroforezu, 1,6 kV napon pri injektiranju uzorka, 15 s vreme
injektiranja uzorka, 15 kV napon tokom elektroforeze, 1800 s trajanje
elektroforeze, 60°C temperatura rerne, 36 cm duzina kapilare i POP4
(Performance Optimized Polymer™-4, Applied Biosystems, SAD) tip
polimera.

Kona¢ni odnos jacine fluorescencije odredene probe testiranog uzorka i iste probe
referentnog uzorka naziva se koeficijent doze (eng. dosage quotient, DQ) za datu probu. Za
Sto preciznije tumacenje rezultata neophodno je da budu ispunjena dva kriterijuma:
standardna devijacija svih proba referentnih uzoraka trebalo bi da bude <0,1, a DQ
kontrolnih proba ispitivanih uzoraka izmedu 0,7 i 1,3. U Tabeli 3.2 su prikazane vrednosti
DQ za svaku probu iz smeSe proba, kao i broj kopija koji je odgovarao dobijenim

vrednostima DQ tokom optimizacije metode MLPA.
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Tabela 3.2. Koeficijenti doze za probe prisutne u smesi proba MLPA P021 A2 (MRC-
Holland, Holandija) specifi¢nih za region 5q13.2 i dodeljeni broj kopija odgovarajuceg
gena nakon analize u softveru Coffalyser.Net (MRC-Holland, Holandija).

proba MLPA  genu5ql3.2 broj kopija gena DQ
SMN1-7 egzon 7 1 kOp.I.jb'L 0,39-0,65
egzon 7 2 kopije 0,89-1,03

SMN1 =

SMVINL-8 egzon 8 1 kopual 0,41-0,66
egzon 8 2 kopije 0,95-1,09
egzon 7 1 kopija 0,38-0,61
egzon 7 2 kopije 0,72-1,24
SMN2-7 egzon 7 3 kopije 1,41-1,75
egzon 7 4 kopije 1,71-2,19
SMN2 egzon 8 1 kopija 0,50-0,63
egzon 8 2 kopije 0,87-1,24
SMN2-8 egzon 8 3 kopije 1,31-1,79
egzon 8 4 Kkopije 1,80-2,53
1 kopija 0,44-0,63
2 kopije 0,89-1,28
NAIP-S NAIP 3 kopije 1,47-1,84
4 Kkopije 1,86-2,06
2 kopije 0,41-0,56
SERF1B-up SERF1 3 kopije 0,59-0,81
4 kopije 0,83-1,15
2 kopije 0,38-0,58
SMN1-1 3 kopije 0,63-0,81
4 Kkopije 0,86-1,27
2 kopije 0,40-0,79
SMN1-4 3 kopije 0,54-0,92
4 Kkopije 0,85-1,47
SMN1+SMN2 2 kopije 0,43-0,58
SMN1-6 3 kopije 0,65-0,99
4 kopije 0,92-1,32
2 kopije 0,37-0,63
SMN1-8 3 kopije 0,58-0,89
4 kopije 0,82-1,22

“prisustvo dve kopije egzona 7 i 8 gena SMN1 mogu poticati od genotipova 1/1 ili 2/0, ito nije

moguce razlikovati metodom MLPA
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3.3. Odredivanje stepena metilacije dela promotora gena SMN2
3.3.1. Insilico predikcija poloZzaja CpG ostrvaca

Predvidanje polozaja Cetiri CpG ostrvaca u genu SMN2 (Hauke et al. 2009) izvrseno
je u softveru MethPrimer (Li & Dahiya 2002) (Slika 3.2).
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Slika 3.2. Polozaj CpG ostrvaca u genu SMN2 predviden in silico analizom regiona duZine
~3000 bp uzvodno i nizvodno od start kodona kori§¢enjem softvera MethPrimer. Predstavljena
su cetiri CpG ostrvceta koja se nalaze na slede¢im pozicijama: CG1 od -896 do -645, CG2 od -
469 do -247, CG3 od -151 do +295, CG4 od +844 do +1146 u odnosu na start kodon ATG
(Hauke et al. 2009). Strelicom je oznaCen polozaj start kodona ATG. Simbolom X
predstavljeni su polozaji triju mesta pocetka transkripcije.

3.3.2. Bisulfitna konverzija genomske DNK

Da bi se analizirao stepen metilacije sekvence DNK od interesa, neophodno je da
ova epigeneticka oznaka bude sac¢uvana i nakon PCR-a. Metoda koja se primenjuje kako bi
se saCuvali 5-metil citozini jeste bisulfitna konverzija genomske DNK. Ona podrazumeva
tretiranje genomske DNK natrijum-bisulfitom, $to dovodi do dezaminacije citozina i
nastanka uracila kroz tri koraka (Slika 3.3). Proces konverzije zasnovan je na hemijskoj
reakciji jednolanc¢ane DNK sa natrijum-bisulfitom i odvija se u tri koraka. Prvi korak je
sulfonovanje tokom koga dolazi do vezivanja grupe -SO3 na poziciju Cg citozinskog prstena
I vodonikovog atoma na poziciju Cs, ¢ime nastaje citozin-6-sulfonat u uslovima visoke
temperature 1 niske vrednosti pH. Sledi hidroliti¢ka dezaminacija koja se deSava u uslovima

niskog pH, pri ¢emu nastaje uracil-6-sulfonat. Kona¢no, desulfonovanjem u uslovima
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visokog pH nastaje uracil od uracil-6-sulfonata. Metilacija na atomu Cs citozina Sprecava
sulfonovanje na atomu Cg (Kristensen et al. 2009).

DENATURACIJA KONVERZIJA DESULFONOVANJE
OH 0
denaturisana NaHSO;, P“’O +HO NH, OH HN

genomska DNK )\ + NaHSO, )\ |

N SO3Na N SO;zNa 0 l,:ll
citozin uracil

NH,
® NaHSO, pH 5.0

)\ R 5-mC ne podleze bisulfitnoj konverziji

5-met|ICItozm

Slika 3.3. Bisulfitna konverzija citozina u uracil. Proces bisulfitne konverzije odvija se
u tri koraka: sulfonovanjem nastaje citozin-6-sulfonat, potom hidrolitickom
dezaminacijom nastaje uracil-6-sulfonat, i desulfonovanjem nastao uracil. 5-mC — 5'-
metilcitozin.

Bisulfitna konverzija genomske DNK izvrSena je koriS¢enjem komercijalnog seta

EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, SAD).

Pripremanje reagensa za bisulfitnu konverziju genomske DNK kori§éenjem seta EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, SAD):

1. tuba sa praskastim reagensom CT za konverziju obavijena je aluminijumskom
folijom bududi da je reagens osetljiv na svetlost. U tubu je dodato 900 pl vode bez
nukleaza (Qiagen, Nemacka), 300 pl pufera za razblazivanje M (eng. M-Dilution
Buffer) i 50 pl pufera za rastvaranje M (eng. M-Dissolving Buffer). Pripremljena

smesa je naizmeni¢no vorteksovana i muckana okretanjem tube gore-dole na sobnoj
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temperaturi u trajanju od 10 min. Svaka tuba pripremljenog reagensa CT za
konverziju dovoljna je za deset odvojenih bisulfitnih tretmana DNK. Ako se odmah
ne iskoristi, reagens CT za konverziju ¢uva se preko noc¢i na sobnoj temperaturi,
jednu nedelju na +4°C ili jedan mesec na -20°C. UskladiSteni reagens CT za
konverziju se pre upotrebe zagreva na 37°C i zatim kratko vorteksuje,

2. rastvor pufera za ispiranje M (eng. M-Wash buffer) pripremljen je dodavanjem 96
ml 96% etanola u plasti¢nu bocu zapremine 24 ml koja je sadrzala koncentrovan

pufer za ispiranje M.

Protokol za bisulfitnu konverziju genomske DNK kori§éenjem seta EZ DNA Methylation-
Gold™ Kt (Zymo Research, SAD):

1. u mikrotubu zapremine 0,2 ml sa 20 pl uzorka DNK (200-500 ng) dodato je 130 pl
reagensa CT za konverziju, nakon ¢ega je rastvor promesan pipetiranjem gore-dole i
smeSa je kratko centrifugirana do 13 000 rpm (MiniSpin plus, Eppendorf,
Nemacka),

2. ovako pripremljene semse denaturisane su na 98°C 10 min, a potom je usledila
reakcija bisulfitne konverzije na 64°C 2,5 ¢asova. Ovaj korak uraden je u masini za
PCR, a uzorci su do sledeceg koraka ¢uvani na +4°C,

3. u kolonu smestenu u prihvatnu tubu dodato je 600 pl pufera za vezivanje M (eng.
M-Binding Buffer), a potom i reakciona smesa sa prethodno konvertovanom DNK,

4. kolona je zatvorena i rastvor je promeSan izvrtanjem kolone nekoliko puta i
centrifugiran na 10 000 rpm 1 min,

5. prihvatna tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smestena u novu prihvatnu tubu,

6. dodato je 100 ul pufera za ispiranje M u kolonu i centrifugirano je na 10 000 rpm 1
min,

7. prihvatna tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u novu prihvatna tubu,

8. dodato je 200 pl pufera za desulfonovanje M (eng. M-Desulphonation Buffer) u
kolonu 1 smesa je inkubirana na sobnoj tempearturi 15-20 min, a potom

centrifugirana na 10 000 rpm 1 min,

33



9. prihvatna tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smesStena u novu kolektorsku
tubu,

10. dodato je 200 pul pufera za ispiranje M u kolonu i centrifugirano je na 10 000 rpm 1
min,

11. prihvatna tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smestena u novu prihvatnu tubu,

12. dodato je 200 ul pufera za ispiranje M u kolonu i centrifugirano je na 10 000 rpm 1
min,

13. prihvatna tuba sa filtratom je odbacena, a kolona je smeStena u tubu zapremine 1,5
ml,

14. dodato je 10 pl vode bez nukleaza (Qiagen, Nemacka) na sredinu matriksa kolone,
smesa je inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi i centrifugirana na 10 000 rpm 1
min,

15. dobijeni uzorak bisulfitno konvertovane DNK ¢uvan je na temperaturi od -20°C do

upotrebe.

Bisulfitno konvertovana DNK koris¢ena je kao matrica za umnozavanje dela

promotora gena SMN2.

Provera uspesnosti bisulfitne konverzije genomske DNK vrsena je samo tokom
optimizacije metode, i to elektroforezom u 2% (w/v) agaroznom gelu pripremljenom prema
protokolu opisanom u poglavlju 3.2.1. i hladenjem agaroznog gela nakon elektroforeze u

frizideru na 4°C u trajanju od 20 min, a pre izlaganja UV svetlu.

3.3.3. Dizajniranje prajmera za umnoZavanje bisulfitno konvertovane DNK

Molekularno-bioloske metode koje koriste umnozavanje bisulfitno konvertovane
DNK metodom PCR mogu se podeliti u dve grupe na osnovu kori§¢enih prajmera. Jedna
grupa metoda koristi prajmere koji umnozavaju ciljnu sekvencu na nacin zavisan od
metilacije, poput metilaciono specificnog PCR-a. Druga grupa metoda omogucuje
umnozavanje ciljne sekvence nezavisno od njenog metilacionog statusa i zahteva dodatnu
analizu dobijenih proizvoda PCR-a. U ovu grupu metoda ubraja se bisulfitno sekvenciranje,
restrikciona digestija koris¢enjem restrikcionih enzima c¢ija je aktivnost zavisna od
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metilacije, analiza krivih topljenja visoke rezolucije i molekularno kloniranje prac¢eno
sekvenciranjem pojedinacnih  klonova. Srazmerno umnozavanje metilovanih i
nemetilovanih matrica klju¢no je za drugu grupu metoda, a preferencijalno umnozavanje
samo jedne vrste matrice moze dovesti do pogresnog tumacenja rezultata. Sklonost PCR-a
da preferencijalno umnozava jednu vrstu matrice zavisna je od sekvence. Kao §to se u
standardnom PCR-u lakse i brze umnozavaju kraé¢i fragmenti DNK, tako se u PCR-u koji
kao matricu koristi bisulfitno konvertovanu DNK lakse i brze umnozava nemetilovana
DNK koja je siromasna nukleotidima G i C. PodeSavanje temperature hibridizacije
prajmera moze da pospesi umnozavanje metilovanih fragmenata DNK (Shen et al. 2007),
ali ¢ak ni na ovaj nacin ne dolazi do znacajnijeg pomeranja ravnoteze u njihovu korist
(Warnecke et al. 1997; Wojdacz & Hansen 2006). Medutim, ukljucivanje dinukleotida CpG
u sekvencu samih prajmera, i to Sto blize 5' kraju, pomera ravnotezu u korist umnozavanja
metilovanih sekvenci (Wojdacz & Dobrovic 2007), kompenzujuéi na taj nafin pomenutu
»pristrasnost“ PCR-a. Dodatne osobine ispitivanog fragmenta koje treba uzeti u obzir u
analizama metilacije jesu duzina proizvoda umnozavanja i broj dinukleotida CpG u njima.
Kao najuspesniji za analizu pokazali su se proizvodi duzine 100-200 bp i sa najvise 16
dinukleotida CpG. Sto je veéi obuhvadeni broj dinukleotida CpG, to ¢e biti i veéa razlika u
krajnjim tackama topljenja fragmenata koji su potpuno metilovani i onih koji su potpuno
nemetilovani. Dizajn prajmera za umnozavanje bisulfitno konvertovane DNK predstavlja
izazovan zadatak jer alatke za proveru specifi¢nosti vezivanja prajmera za bisulfitno

konvertovanu ciljnu sekvencu nisu dostupne.

U ovoj doktorskoj tezi, za analizu stepena metilacije dela promotora gena SMN2,
koriS¢ena su dva para prajmera dizajnirana uz pomo¢ softvera Bisulfite Primer Seeker

(www.zymoresearch.com/tools/bisulfite-primer-seeker, Zymo Research, SAD). Prvi par

prajmera (HRM_Met_F i HRM_Met_R) koris¢en je za dobijanje proizvoda PCR-a za
analizu krivih topljenja visoke rezolucije, dok je drugi par prajmera (HRM_SMN2 F i
HRM_SMN2_R) kori¢en za umnozavanje fragmenta za molekularno kloniranje i bisulfitno
sekvenciranje. Sekvence prajmera sa ukupnom duzinom umnozavanog fragmenta prikazane
su u Tabeli 3.3.
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Tabela 3.3. Nazivi i sekvence prajmera koris¢enih u analizi stepena metilacije
promotorskog regiona gena SMN2 sa prikazanim krajnjim duzinama proizvoda PCR-a.

Duzina
Naziv prajmera Sekvenca prajmera umnozavanog
fragmenta
HRM_Met_F 5 TTATTGGGGAGGTTGAGGTGGGAGGAT 3' 104 b
HRM_Met R 5 TTGTATTTTAGTTTGAGCGATAGGGCGAGG 3 P
HRM_SMN2_F | 5' GGAGGAT CGTTTGAGTTTAAGAAG 3' 200 b
HRM_SMN2_R | 5 GTTATAAATGTGGGAGGGCGATAATTA 3' P

3.3.4. Analiza krivih topljenja visoke rezolucije

Metoda analize krivih topljenja visoke rezolucije (eng. High Resolution Melting,
HRM) je relativno nova i brza metoda za analizu sekvenci DNK koja se zashiva na
topljenju umnozaka dobijenih metodom PCR. Omogucena je usavrS$avanjem boja koje se
vezuju za dvolan¢anu DNK i razvojem nove generacije reagenasa i uredaja za brzi PCR u
realnom vremenu (eng. fast real-time PCR) i softvera za obradu dobijenih podataka.
Analizom HRM mogucée je razlikovati sekvence DNK na osnovu nukleotidnog sastava,
duzine i GC sadrzaja, te se stoga moze primeniti u analizi varijanti sekvence DNK (analiza

mutacija, genotipizacija tackastih genetickih varijanti) ili stepena metilacije DNK.

Prvi korak u primeni ove metode je umnozavanje sekvence DNK od interesa
metodom PCR u prisustvu zasi¢ujuée fluorescentne boje koja se vezuje za dvolancanu
DNK, kada i emituje najveci stepen fluorescencije. Ja¢ina fluorescencije se meri nakon
svakog ciklusa PCR-a kako bi se konstruisala kriva umnozavanja. Nakon umnozavanja
sledi korak postepenog topljenja proizvoda PCR-a tokom koga dolazi do oslobadanja boje
u rastvor i promene njene konformacije, sto uzrokuje smanjenje fluorescencije, da bi nakon
potpunog topljenja do jednolanc¢anih molekula fluorescencija izostala. Navedeni proces
topljenja predstavljen je krivom topljenja karakteristicnom za odgovaraju¢i molekul DNK

(Slika 3.4).
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Kako bi se odredio stepen metilacije fragmenta DNK od interesa, neophodno je da
se njegova kriva topljenja uporedi sa krivama topljenja standarda poznatog stepena
metilacije. U tu svrhu koris¢en je EpiTect PCR Control DNA Set (Qiagen, Nemacka) koji
sadrzi bisulfitno konvertovanu univerzalno metilovanu (potpuno metilovanu) i univerzalno
nemetilovanu (potpuno nemetilovanu) DNK, kao i nekonvertovanu nemetilovanu DNK.
Univerzalno metilovana i univerzalno nemetilovana DNK meSane su u odgovaraju¢im
zapreminskim odnosima kako bi se dobili standardi sa prelaznim stepenom metilacije (0%,
1%, 10%, 20%, 50%, 75%, 100%), a potom i jasno razdvojene krive topljenja nakon
analize. Na ovaj nacin dobijene standardne krive topljenja mogu posluziti kao referentne

krive za odredivanje stepena metilacije ispitivanog fragmenta.
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Slika 3.4. Sematski prikaz smanjenja stepena fluorescencije tokom topljenja DNK u
analizi HRM, sa odgovarajuéom krivom topljenja (slika preuzeta sa
https://www.dna.utah.edu/Hi-Res/TOP_Hi-Res%20Melting.html i modifikovana).

Sastav reakcione smeSe 1 krajnje koncentracije komponenata za umnozavanje
fragmenta DNK za analizu metodom HRM bili su sledec¢i: 1X MeltDoctor HRM Master
Mix (ThermoFisher Scientific, SAD), 0,36 uM prajmeri HRM_Met_F i HRM_Met_R, voda

do krajnje zapremine smese od 5 pl. Temperaturni profil reakcije PCR-a bio je sledeci:
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pocetna denaturacija i aktivacija enzima na 95°C 10 min, pracena sa ukupno 45 ciklusa od
kojih se svaki sastojao od denaturacije na 95°C 15 s, hibridizacije prajmera i ekstenzije na
odgovarajucoj temperaturi u trajanju od 30 s. U prvih 5 ciklusa temperatura hibridizacije i
ekstenzija prajmera iznosila je 70°C, u narednih 5 ciklusa 68°C, potom u 15 ciklusa 65°C i
u poslednjih 20 ciklusa 62°C. Proizvodi PCR-a su potom denaturisani na temperaturi od
95°C 15 s, a snizavanjem temperature na 60°C podsticana je njihova renaturacija.
Dodatnim izlaganjem uzoraka temperaturi od 40°C izmedu denaturacije i renaturacije
stimulisan je nastanak heterodupleksa, odnosno dvolanc¢anih molekula DNK koji sadrze
nesparene nukleotide zbog prisustva razlicitih alela odredene sekvence. Razli¢ito
metilovani aleli iste sekvence, svaki sa drugacijim obrascem metilovanih i nemetilovanih
dinukleotida CpG, oznaceni su kao epialeli. Temperatura je zatim ponovo povecavana do
95°C, ali postepeno, u dugom vremenskom periodu (0,5% najveée brzine promene
temperature), sto i predstavlja korak topljenja DNK. Eksperimentalne procedure izvodene
su na uredaju StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific, SAD). Za analizu dobijenih rezultata Kkori§¢eni su  programi
StepOnePlus™Software v2.3 (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, SAD) i
High Resolution Melt Software v3.0.1 (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific,
SAD).

3.3.5. Odredivanje obrasca metilacije promotorskog regiona gena SMN2
molekularnim kloniranjem i bisulfitnim sekvenciranjem

Molekularno kloniranje (kloniranje DNK) je postupak umnozavanja fragmenta

DNK od interesa. Molekularno kloniranje omoguceno je:

1. stvaranjem rekombinantnog molekula DNK koji nastaje spajanjem (ligacijom)
fragmenta DNK od interesa (insert) sa nosacem (vektorom) koji ima sposobnost da
umnozava i sebe 1 primljeni insert,

2. procesom transformacije bakterija tokom kog se prethodno nastali rekombinantni
molekul DNK unosi u bakterijsku ¢eliju u kojoj se vrsi njegovo umnozavanje,

3. odabirom klonova bakterijskih ¢elija koji sadrze rekombinantni molekul DNK,

njegovim daljim umnozavanjem, izolovanjem i identifikacijom.
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U svrhu kloniranja fragmenta DNK od interesa koris¢eno je kloniranje pomocu
PCR-a (eng. PCR cloning). Najpre je umnozen deo promotora SMN2 pomocu prajmera
HRM_SMN2_F i HRM_SMN2_R. PCR je izvoden u zapremini od 25 pl. Sastav reakcione
smes$e PCR-a bio je slede¢i: 50 ng bisulfitno konvertovane DNK, 1X KAPA Taq Buffer A
with 15 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD), 200 uM dNTP (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific, SAD), 0,2 pM prajmera HRM_SMN2_F i HRM_SMN2_R, 0,04 U/ul (1U)
KAPA Taq DNA Polymerase (Kapa Biosystems, SAD), i voda bez nukleaza (Qiagen,
Nemacka). Temperaturni profil reakcije PCR-a sastojao se od poc¢etne denaturacije na 97°C
3 min, prac¢ene sa 35 ciklusa od kojih se svaki sastojao od denaturacije na 95°C 30 s,
hibridizacije prajmera na 63°C 30 s i ekstenzije prajmera na 72°C 1 min. Finalna elongacija
na 72°C trajala je 10 min, a usledila je inkubacija na 20°C 20 min i inkubacije na +4°C do

dalje analize.

3.3.5.1. Reakcija ligacije inserta i vektora

Usledila je reakcija ligacije fragmenta dobijenog metodom PCR i vektora
pBluescriptT/A (duzine 2975 bp) dizajniranom prema proceduri opisanoj u Uzelac et al.
2015. Sastav reakcione smese za ligaciju bio je slede¢i: 1X T4 DNA Ligase Buffer (Thermo
Fisher Scientific, SAD), 500 uM rATP (Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,2 U/ul (4 U) T4
DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific, SAD), ~50 ng vektora pBS-TA,100 ng umnozenog
fragmenta, dok je sveukupna smesa dopunjena vodom bez nukleaza (Qiagen, Nemacka) do
krajnje zapremine od 20 pl . Reakcija ligacije odvijala se na 16°C preko noc¢i. Ukupna
duzina ovako nastalog rekombinantnog molekula DNK iznosila je 3175 bp. Po zavrSetku
reakcije ligacije, proizvodi reakcije cuvani su do dalje analize na +4°C u kratem
vremenskom roku ili na -20°C u duzem vremenskom roku. Vektor pBluescriptT/A zahteva
kori$¢enje polimeraze koja svojom terminalno-transferaznom aktivno$éu dodaje jedan
molekul ATP na 3'-kraj svakog novosintetisanog lanca, i to nezavisno od matrice. Otuda
ovakvi fragmenti sa A repi¢em (eng. A-tail) mogu biti ligirani sa vektorom, kao §to je

pBluescriptT/A, koji poseduje komplementarni T repi¢ (eng. T-tail).
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3.3.5.2.  Pripremanje prekonoéne bakterijske kulture

U erlenmajer je sipano ~10 ml sterilnog tecnog medijuma LB, nakon Cega je vrh
sterilne cackalice (ili eze) uronjen u glicerolski stok bakterija i prenet u te¢ni medijum LB u
sterilnim uslovima (sterilisati plamenikom zaptiva¢ erlenmajera sa medijumom LB, kao i
vrh erlenmajera; ceo postupak izvoditi na 20-30 cm daleko od plamenika). Prekono¢na
kultura dobijena je inkubiranjem bakterija u LB medijumu preko no¢i na 37°C i ljuljanjem
na brzini od 180 rpm. Koris¢en je soj bakterija Escherichia coli DH5a. 100 ml te¢nog
medijuma LB sadrzalo je 1g triptona (Torlak, Srbija), 0,5 g ekstrakta kvasca (Torlak,
Srbija) i 0,5 g natrijum-hlorida.

3.3.5.3.  Pravljenje ¢vrste podloge za zasejavanje bakterija

100 ml ¢vrstog medijuma LB (tzv. agar LB) sadrzalo je 1g triptona (Torlak, Srbija),
0,5 g ekstrakta kvasca (Torlak, Srbija), 0,5 g natrijum-hlorida i 1,5 g agara (Torlak, Srbija).
Pripremljeni agar LB je sterilisan i u prohladeni medijum, pre polimerizacije, dodat je
antibiotik ampicilin u krajnjoj koncentraciji 100 pg/ml. U sterilnim uslovima agar LB je
razliven u debljini od ~5 mm u Petrijeve posude prethodno obeleZene na donjoj polovini

posude. Nakon $to je agar polimerizovao u posudama, posude su susene na 37°C.

3.3.5.4.  Pravljenje dnevne kulture bakterija

Narednog dana u sterilnim uslovima napravljeno je razblazenje prekono¢ne kulture
od 100 puta dodavanjem 100 ul prekono¢ne kulture bakterija u 10 ml sterilnog te¢nog
medijuma LB bez dodatog antibiotika. Brojnost bakterijske populacije u medijumu
odredena je spektrofotometrijski i izraZzena kroz opti¢ku gustinu (eng. Optical Density,
OD). Merenje OD vr$eno je na uredaju Ultrospec 3300 pro UV/Visible Spectrophotometer
(Amersham Biosciences, Ujedinjeno Kraljevstvo). na talasnoj duzini od A=620 nm.

Dnevna kultura bakterija dobijena je inkubiranjem ovako pripremljene kulture
ljuljanjem na 37°C sve dok opticka gustina nije dostigla vrednost od ~0,5. Treba imati u

vidu da se OD udvostruc¢i za ~20 min.

40



3.3.5.5. Pravljenje kompetentnih éelija

Nakon $to je OD dostigla vrednost od ~0,5, izvrSena je transformacija bakterija

pravljenjem kompetentnih ¢elija koje su mogle da usvoje rekombinantni molekul DNK

prema slede¢em protokolu:

1
2
3.
4

© © N o o

14.

u mikrotubu od 1,5 ml u sterilnim uslovima nalivena je do vrha dnevna kultura,
mikrotuba je centrifugirana 2 min na 13 000 rpm,

odliven je supernatant,

. dodato je 1,5 ml 0,1 M CaCl, ohladenog na +4°C i smeSa je promeSana

pipetiranjem gore-dole (ne vorteksovati),

smesa je inkubirana na ledu 30 min,

centrifugirano je 2 min na 13 000 rpm na temperaturi od +4°C,

odliven je supernatant i dodato je 50-100 ul 0,1 M CaCl; ohladenog na +4°C,
smesa je inkubirana na ledu 15-30 min,

u mikrotubu je dodata celokupna smesa sa proizvodima ligacije,

. smesa je inkubirana na ledu 45 min,
11.
12.
13.

bakterije su izlozene toplotnom $oku inkubiranjem 1 min na 42°C,

smesa je inkubirana na ledu 5 min,

na prethodno pripremljenu Petrijevu posudu sa agarom LB razliven je sadrzaj
mikrotube i dobro utrljan sterilnim $tapicem po Drigalskom u podlogu u sterilnim
uslovima,

Petrijeva posuda inkubirana je preko noc¢i na 37°C okrenuta naopacke (kako bi se

sprecilo prisustvo kondenzata direktno u bakterijskoj kulturi).

Narednog dana je Petrijeva posuda sa izraslim kolonijama bakterija ¢uvana na

+4°C. Svaka kolonija iz Petrijeve posude ¢ackalicom je prebacena u staklene flaice sa

tecnim medijumom LB u koji je prethodno dodat ampicilin u koncentraciji 100 pg/ml

(Sigma-Aldrich by Merck KgaA, Nemacka), ¢ime je inkubiranjem u toku no¢i na 37°C

dobijena prekonoéna kultura. Usledila je izolacija rekombinantnih molekula DNK iz

bakterijskih ¢elija metodom mini-prep.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

3.3.5.6. lzolovanje rekombinantnih molekula DNK metodom mini-prep

u sterilnim uslovima iz svake staklene flaSice sa prekono¢nom kulturom bakterija
deo kulture odliven je u mikrotubu od 1,5 ml do njenog vrha,

mikrotube su centrifugirane 2 min na 13 000 rpm,

odliven je supernatant u posudu sa varikinom ili detergentom ostavljajuci 50-100 pl
medijuma LB u mikrotubi zajedno sa talogom c¢elija,

mikrotube su vorteksovane ~10 s,

dodato je 300 ul sveze pripremljenog pufera TENS (za 1 ml pufera TENS potrebno
je 100 ul 10X pufer TE (pH=8), 10 ul 10 N NaOH, 25 ul 20% SDS i voda bez
nukleaza (Qiagen, Nemacka)) i mikrotube su vorteksovane ~5 s,

dodato je 150 ul 3 M natrijum-acetata (pH=5,2) i smesa je vorteksovana ~10 s do
pojave plivaju¢eg belog krpicastog taloga,

mikrotube su centrifugirane 2 min na 13 000 rpm,

supernatant je prebacen u ¢istu mikrotubu od 1,5 ml,

dodato je 900 pul 96% etanola ohladenog na -20°C i izmesano okretanjem mikrotuba
gore-dole nekoliko puta,

mikrotube su centrifugirane 2 min na 13 000 rpm kako bi se istalozile plazmidna
DNK i RNK koje su nekada vidljive kao beli talog,

odliven je supernatant i dodat je 1 ml 70% etanola ohladenog na -20°C i izme$ano
okretanjem mikrotuba gore-dole nekoliko puta,

mikrotube su centrifugirane 2 min na 13 000 rpm,

odliven je supernatant i osusSen je talog,

dodato je 20-40 ul vode bez nukleaza (Qiagen, Nemacka),

dodat je 1 ul RNaze (10 mg/ml) (Thermo Fisher Scientific, SAD) i inkubirano je 15
min na 37°C,

proverena je uspesnost izolacije plazmidne DNK na 1% agaroznom gelu nalivanjem

2-3 pl izolata.

42



3.3.5.7. Provera specificnosti ukloniranog inserta restrikcionom
digestijom
Buduc¢i da su duzine vektora i inserta unapred poznate, na osnovu obrasca traka na
agaroznom gelu dobijenih elektroforezom rekombinantne DNK digerirane restrikcionim
enzimima moze se eksperimentalno odrediti duzina inserta, na osnovu ¢ega se posredno
zakljucuje o njegovoj specificnosti. Restrikciona mesta mogu da okruzuju insert, ¢ime on
moze u celosti biti iseen i osloboden iz rekombinantnog molekula, ili restrikciono mesto
moze da se nalazi u samom insertu. U ovoj doktorskoj tezi koriS¢ena su oba pomenuta
pristupa u cilju provere specifi¢nosti inserta. Prva restrikciona digestija izvrSena je pomocu
restrikcionog enzima Dral (Thermo Fisher Scientific, SAD), ¢ije se restrikciono mesto
5TTT | AAA3' nalazi u sekvenci inserta, kao i u sekvenci vektora, ¢ime su se dobijali
fragmenti duzina 19 bp, 692 bp, 1158 bp i 1306 bp. Druga restrikciona digestija vr$ena je
upotrebom restrikcionog enzima BamHI (Thermo Fisher Scientific, SAD) ¢ija restrikciona
mesta 5'G | GATCC3' okruzuju insert i hidrolizom na ovim mestima dolazi do njegovog
oslobadanja zajedno sa delom okolne sekvence, ¢ime se dobijaju fragmenti duzina 217 bp i
2958 bp. Po 1 ul izolovanog rekombinantnog molekula koris¢en je kao supstrat za
restrikcione digestije u reakcionoj smesi ¢ija je krajnja zapremina iznosila 10 pl. Ova smesa
sadrzala je i 2 U restrikcionog enzima Dral ili BamHI (Thermo Fisher Scientific, SAD), 1X
pufer Tango (Thermo Fisher Scientific, SAD) i vodu bez nukleaza (Qiagen, Nemacka).

Proizvodi restrikcione digestije razdvajani su elektroforezom u 1% agaroznom gelu.

Priprema gela, elektroforeza i vizuelizacija fragmenata DNK opisana je u poglavlju 3.2.1.

3.3.6. Identifikacija epialela Sangerovim sekvenciranjem

Provera specificnosti inserta i odredivanje obrasca metilacije izvrSeni Su
Sangerovim sekvenciranjem. U mikrotube sa izolovanim rekombinantnim molekulima
DNK dodato je po 200 ul 96% etanola, a zatim je celokupna smesa nalivena na kolonu sa
silika membranom 1 dalje preciS¢avana po protokolu za izolaciju DNK opisanom u

poglavlju 3.2.1.
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Reakcija Sangerovog sekvenciranja izvrsena je pomoc¢u BigDye™ Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, SAD) u ukupnoj zapremini od 7,5 pl, a
sastav reakcione smese i krajnje zapremine/koncentracije komponenata bili su slede¢i: 1 pl
BigDye™ Terminator v1.1 Ready Reaction Mix, 1 ul BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1
5X Sequencing Buffer, 0,16 uM prajmer T7 (5> TAATACGACTCACTATAGGG 3°), 1,27
M betain i precis¢eni rekombinantni molekul DNK do pune zapremine. Sekvence su
ocitavane u softveru Sequencing Analysis Software v6.0 (Thermo Fisher Scientific, SAD) i

analizirane u softveru BioEdit (Ibis Biosciences, SAD).

3.4.Statisti¢ka obrada rezultata

Sve statistiCke analize izvrSene su u softverskom okruzenju R za statistiCko
raCunanje i graficki prikaz, verzija 3.3.3 (R Core Team 2017). U svim analizama prag
znacajnosti bio je 0,05, osim u slucaju visestrukih poredenja kada je prag znacajnosti

korigovan Bonferonijevom korekcijom.

Korelacija broja kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP sa tipom de¢ije SMA, kao
pokazateljem tezine bolesti, testirana je Spirmanovim testom korelacije. Najbolji minimalni
model koji objasnjava fenotipsku varijabilnost dec¢ije SMA sa malim brojem prediktorskih
varijabli dobijen je primenom generalizovanih linearnih modela i eliminacijom unazad
(eng. backward elimination). Pocetni model je obuhvatio sve nezavisne (prediktorske)
promenljive: broj kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP, kao i njihove interakcije.
Eliminacijom unazad odbacivana je po jedna prediktorska promenljiva, i to pocevsi od one
koja je bila najmanje statistiCki znacajna (tj. imala najviSu p-vrednost). Modeli su
uporedivani na osnovu Akaike informacionog kriterijuma (AIC) koji predstavlja relativnu
meru kvaliteta modela primenjenog na odgovarajué¢i skup podataka. Model koji je
obuhvatio najmanji broj statisticki znacajnih prediktorskih promenljivih i koji je imao

najmanju vrednost AIC odabran je kao najbolji minimalni model.

Analiza i graficki prikaz ukupnog vremena prezivljavanja bolesnika sa SALS
izvrSeni su u paketima survival (Therneau 2015) i survminer (Kassambara & Kosinski
2017) softverskog okruzenja R. Ukupno vreme prezivljavanja definisano je kao vreme
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izmedu trenutka postavljanja dijagnoze i krajnje tacke posmatranja bolesnika, §to je bio
datum smrti za umrle ili desna strana perioda prac¢enja (kraj juna 2017.) za bolesnike bez

izveStaja o smrtnom ishodu, tzv. bolesnike cenzurisane udesno.

Testiranje asocijacije broja kopija SMN1, SMN2, NAIP i SERF1 sa SALS vrseno je

FiSerovim testom ta¢ne verovatnoce.

Kumulativna verovatnoc¢a prezivljavanja, definisana kao verovatnoca prezivljavanja
do odredene tatke u vremenu i jednaka proizvodu verovatnoc¢a prezivljavanja svake
prethodne vremenske tacke, procenjena je Kaplan-Majerovim metodom. Srednje vreme

prezivljavanja definisano je kao tacka u vremenu u kojoj je 50% bolesnika zivo.

Svaka geneti¢ka, demografska i klinicka promenljiva bila je podeljena u podgrupe
(stratifikovana) i krive prezivljavanja razli¢itih podgrupa unutar iste promenljive bile su
poredene log-rank testom. Da bi se log-rank test primenio na kontinuirane promenljive, bilo
je neophodno podeliti ih na diksretne intervale procesom dihotomizacije koris¢enjem
odgovaraju¢e grani¢ne vrednosti. Starost na pocetku bolesti, zbir skale ALSFRS-R u
trenutku dijagnoze i dijagnosticko kasnjenje podeljeni su na dve podgrupe koris¢enjem
medijane kao grani¢ne vrednosti, dok je za dihotomizaciju zbira MMSE i FVC u trenutku
dijagnoze kao grani¢na vrednost uzeta ona vrednost koja je ukazivala na blag kognitivni

poremecaj (<24) ili poremecaj disanja (<90), redom (Tombaugh et al. 1992).

Pod pretpostavkom da pojedina¢ne promenljive posmatrane nezavisno ne mogu
dovoljno dobro da objasne prezivljavanje, da efekat pojedina¢nih promenljivih moze biti
mali, sakriven ili izmenjen prisustvom konfaundera (Craig 2008), primenjena je
multivarijabilna Koksova regresiona analiza kojom je ispitivan uticaj veceg broja
prediktorskih promenljivih na prezivljavanje. Univarijabilna Koksova regresiona analiza
posluzila je kao metoda odabira klinickih promenljivih (tzv. kovarijata) za model koji ¢e
biti testiran multivarijabilnom Koksovom regresionom analizom. Kao i generalizovani
linearni modeli, i multivarijabilna analiza zasnovana je na logistickoj regresiji i postupnom
odbacivanju prediktorskih promenljivih iz modela eliminacijom unazad. Ukupna znacajnost
dobijenog Koksovog regresionog modela opisana je testom koli¢nika verodostojnosti (eng.
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Likelihood ratio test, LRT) izmedu modela koji sadrzi prediktorsku promenljivu i nultog
modela, tj. onog koji je ne sadrzi i u kom su svi regresioni koeficijenti B jednaki nuli. | u
univarijabinoj i u multivarijabilnoj Koksovoj regresionoj analizi kao mera procenta
objasnjene varijabilnosti prezivljavanja kori¢en je koeficijent determinacije R% Vrednosti
koeficijenta determinacije mogu se kretati izmedu 0 i 1, gde vrednosti blize jedinici ukazuju
na to da model bolje objasnjava varijabilnost zavisne promenljive, u ovom sluc¢aju vremena
prezivljavanja. Uticaj promenljivih iz krajnjeg Koksovog regresionog modela procenjen je
konstruisanjem krivih prezivljavanja. Vazan deo Koksovih regresionih analiza predstavlja
provera pretpostavke na kojoj ova analiza pociva, a to je pretpostavka o srazmernosti rizika
za umiranje tokom vremena. U tu svrhu, za svaku prediktorsku promenljivu u krajnjem
modelu i za model u celini koris¢en je Schoenfeld [Sonfeld] test reziduala za analizu
zavisnosti Sonfeldovih reziduala od vremena. Pretpostavka o srazmernosti rizika za
umiranje tokom vremena je narusena ukoliko izmedu Sonfeldovih reziduala i vremena

postoji statisticki znacajna veza (p<0,05).

46



4. Rezultati
4.1. Spinalna miSi¢na atrofija
4.1.1. Status gena SMNL1 kod ispitivanih SMA bolesnika i roditelja

Metodom MLPA je kod svih SMA bolesnika utvrdeno homozigotno odsustvo
egzona 7 gena SMN1. Kod ~95% (94/99) bolesnika ceo gen SMN1 bio je odsutan u
homozigotnom stanju, dok je kod preostalin ~5% (5/99) u jednom od alela egzon 8 bio

prisutan.

U grupi roditelja SMA bolesnika status nosioca potvrden je kod gotovo svih: 95,9%
(117/122) roditelja posedovalo je jednu kopiju gena SMN1 (genotip 1/0 ili trans
konfiguracija), a 2,46% (3/122) roditelja posedovalo je dve kopije gena SMN1 na istom
hromozomu (genotip 2/0 ili cis konfiguracija). Kod preostala dva roditelja (1,64%) status
nosioca nije utvrden u celijama periferne krvi. Kod ovakvih roditelja pozitivan test
majcinstva, odnosno odinstva ukazao je na mutaciju nastalu de novo (delecija jedne kopije

gena SMNL1 i konverzija druge kopije) ili na germinativni mozaicizam.
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4.1.2. Hromozomski rearanZmani i geneticka struktura telomernog dela
5q13.2

Geneticka struktura telomernog dela regiona 5q13.2 i priroda hromozomskih
rearanzmana u njemu utvrdena je kod svih ispitivanih osoba na osnovu broja kopija gena
dobijenog metodom MLPA (Slika 4.1; Prilog 3). Kod 66 od 99 SMA bolesnika
rekonstrukcija dogadaja u regionu 5q13.2 izvrSena je pomocéu porodi¢ne segregacione
analize zahvaljuju¢i dostupnim uzorcima roditelja. Od preostala 33 bolesnika, za koje
uzorci roditelja nisu bili dostupni, 13 je bilo sa tipom II, a 20 sa tipom Ill. lako kod ovih
bolesnika porodi¢na segregaciona analiza nije bila moguca, rekonstrukcija regiona 5913.2
izvrSena je nedvosmisleno budu¢i da su se ovi bolesnici odlikovali jedino povecanim
brojem kopija gena SMN2 (tj. trima ili ¢etirma kopijama), dok je za druge gene u ovom
regionu utvrden normalan broj kopija, Sto je ukazalo na to da oni nisu bili zahvaceni
rearanZmanima. Iz ovoga sledi da je jedini uoceni rearanzman kod ovih bolesnika bila

konverzija jedne ili obeju kopija gena SMN1 u gen SMN2.
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Slika 4.1. Rekonstrukcija hromozomskih rearanzmana i geneticke strukture u telomernom
delu regiona 5q13.2 metodom MLPA i porodi¢nom segragacionom analizom. U gornjem
delu slike prikazan je rezultat analize iz softvera Coffalyser.Net, dok je u donjem delu slike
prikazano porodi¢no stablo (proband i1 oba roditelja) sa uoCenim hromozomskim
rearanzmanima. Proband WH629 sadrzao je Cetiri kopije gena SMN2. Analiza MLPA kod
roditelja, WH632 i WH633, ukazala je da su dodatne kopije gena SMN2 kod probanda
WH629 nastale genskom konverzijom SMN1 u SMN2.
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Nakon zavr$ene rekonstrukcije geneticke strukture telomernog dela regiona 5q13.2,
u ukupno 442 analizirana hromozoma uoceno je dvadeset razli¢itih alela (Slika 4.2).
Trinaest alela asociranih sa bole$¢u, prisutnih kako kod bolesnika, tako i kod njihovih
roditelja, svrstano je u 6 tipova oznacenih slovima A-F. Grupisanje u tipove izvrSeno je U
zavisnosti od veliCine rearanzmana procenjene na osnovu zahvaéenosti gena SERF1A i
NAIP. U tipovima A-D gen SMN1 bio je u celosti odsutan, dok je njegovo odsustvo u
tipovima E i F bilo delimi¢no. Unutar svakog alela (tipa) napravljena je dalja podela na
osnovu toga da li je odsustvo gena SMNL1 bilo posledica delecije (podtip 1) ili genske
konverzije (podtip 2). Dva najces¢e asocirana alela sa boles¢u bila su Al sa velikom
delecijom koja je zahvatila gene SERF1A, SMN1 i NAIP (ukupno 78 hromozoma) i D2a (sa
konverzijom SMN1 u SMN2 (ukupno 124 hromozoma). Aleli G-M uoceni su isklju¢ivo u
grupi roditelja bolesnika i odlikovali su se pove¢anim brojem kopija gena SMNL1 ili gena
NAIP. Duplikacije gena NAIP uocene su i kod ~7% hromozoma koji su nosili normalan
broj kopija SMN1, tj. jednu kopiju.
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Slika 4.2. Dvadeset razli¢itih alela telomernog
dela regiona 5ql13.2 wuocenih kod 442
hromozoma dobijenih analizom 99 bolesnika sa
de¢ijom SMA i 122 roditelja bolesnika iz
populacije Srbije. Aleli su svrstani u tipove A-F
prema veli¢ini rearanzmana procenjen0j na
osnovu zahvacéenosti gena SERF1A i NAIP, i
podtipove u zavisnosti od toga da li je odsustvo
gena SMNL1 bilo posledica delecije (podtip 1) ili
genske konverzije (podtip 2). Alel E1
(SMN1*®) posedovao je samo egzon 8
poreklom od gena SMNL1, dok je uzvodni deo
gena bio deletiran, dok je u alelu E2 (SMN®'T)
uzvodni deo gena bio konvertovan u SMN2. U
alelu F1 delecija je zahvatila samo egzon 7 gena
SMN1 (SMN1%® ' dok je u alelu F2
(SMN"“"y samo egzon 7 bio konvertovan u
SMN2. Aleli G-M bili su prisutni samo u grupi
roditelja. Tip G posedovao je dve kopije SMN1,
a tipovi H-L varijabilan broj kopija gena NAIP:
0, 1, 2, 3 i 4 kopije, redom. Alel M posedovao
je dve kopije gena SMNL1 i tri kopije gena NAIP.
Crno obojene povrsine oznacavaju deleciju
odgovarajuceg gena ili njegovog dela, srafirane
povrsine gensku konverziju gena ili dela gena, a
bele povrsine prisustvo gena. Broj bolesnika i
broj roditelja kod kojih je odgovarajuci alel
uocen navedeni su sa desne strane slike i
razdvojeni kosom crtom (bolesnici/roditelji).
Ukoliko naznaceni alel nije uocen ni kod
jednog ispitanika, koriS¢en je znak ,,—*. Slika
nije verni prikaz fizicke razdaljine izmedu gena,
kao ni njihove stvarne veli¢ine.

51



4.1.3. Korelacija broja kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP sa tipom SMA

Raspodela broja kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP kod tipova I, 11 i Ill SMA i

korelacija uofenog broja kopija navedenih gena sa tipom SMA testirana Spirmanovim

testom korelacije prikazani su u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Zastupljenost broja kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP medu tri tipa SMA
bolesnika sa homozigotnim odsustvom gena SMNL1 i rezultati Spirmanovog testa korelacije.

broj kopija gena

SMN2 SERF1 NAIP
tip SMA brojosoba 1 2 3 4 2 3 4 o 1 2
| 23 1 20 2 0 9 14 0 10 12 1
I 37 0 0 37 0 0 18 19 3 26 8
1 39 0 0 15 24 0 7 32 1 17 21
broj 99 1 20 54 24 9 39 51 14 55 30
osoba
Spirmanov test p=0,85 p=0,659 p=0,523
korelacije p=2,2e-16 p=1,278e-13 p=2,722e-8
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Vecina bolesnika sa tipom I, ta¢nije 86,96% (20/23), posedovala je dve kopije gena
SMN2, 4,35% (1/23) posedovalo je jednu kopiju gena, dok je 8,69% (2/23) imalo tri kopije
ovog gena. Svi bolesnici sa tipom Il imali su tri kopije SMN2. Medu pacijentima sa tipom
I, 38,46% (15/39) imalo je tri kopije gena SMN2, a 61,54% (24/39) cetiri kopije.
Navedeni rezultati prikazani su na Slici 4.3. Izmedu broja kopija gena SMN2 i tipa decije
SMA wuocena je statisticki znaCajna obrnuto srazmerna korelacija (Spirmanov test

korelacije, p=0,85, p=2,2e-16) (Tabela 4.1).
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Slika 4.3. Raspodela broja kopija gena SMN2 medu tri tipa SMA bolesnika sa
homozigotnim odsustvom gena SMNL.
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tip SMA

114

Medu bolesnicima sa tipom |, 39,13% (9/23) posedovalo je homozigotnu deleciju
gena SERF1A, dok kod bolesnika sa tipom II i III ovakav genotip nije uo¢en. Dodatno,

nijedan pacijent sa tipom | nije posedovao sve Cetiri kopije gena SERF1. Raspodela broja

kopija gena SERF1 prema tipu SMA prikazana je na Slici 4.4. Statisti¢ki znaajna

korelacija uocena je i izmedu broja kopija gena SERFL1 i tipa bolesti (p=0,626, p=4,264c¢-

10) (Tabela 4.1).
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Slika 4.4. Raspodela broja kopija gena SERF1 medu tri tipa SMA bolesnika sa homozigotnim
odsustvom gena SMN1.
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Homozigotna delecija gena NAIP bila je prisutna kod 43,48% (10/23) pacijenata sa
tipom 1, 8,11% (3/37) pacijenata sa tipom Il i 2,56% (1/39) pacijenata sa tipom III.
Dodatno, samo je 4,35% (1/23) pacijenata sa tipom | posedovalo obe telomerne kopije
NAIP, dok je ucestalost takvog genotipa medu bolesnicima sa tipom II 1 III iznosila 21,62%
(8/37) 1 53,85% (21/39), redom. Raspodela broja kopija NAIP prema tipu SMA prikazana je
na Slici 4.5. Obrnuto srazmerna statisticki znacajna korelacija uocena je izmedu broja

telomernih kopija gena NAIP i tipa SMA (p=0.523, p=2.722¢-8) (Tabela 4.1).
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Slika 4.5. Raspodela broja telomernih kopija gena NAIP medu tri tipa SMA bolesnika sa
homozigotnim odsustvom gena SMN1.
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4.1.4. Obrasci kombinovanog odsustva gena SERF1A/SMN1/NAIP i broj
kopija SMN2

Na osnovu obrasca delecije gena SERF1A i NAIP, bolesnici sa homozigotnom
odsustvom SMNL1 podeljeni su u ¢etiri grupe (Tabela 4.2). Homozigotna delecija SERF1A
i/ili. NAIP bila je prisutna isklju¢ivo kod bolesnika sa tipom I, gde su se u ovakvim
hromozomskim parovima uglavnom nalazile dve kopije gena SMN2, osim kod jednog
bolesnika gde je bila prisutna samo jedna kopija SMN2 (uokvireno isprekidanom linijom u
Tabeli 4.2). Kombinacija od najmanje jedne kopije gena SERF1A i bar jedne kopije gena
NAIP bila je prisutna kod bolesnika sa svim trima tipovima bolesti, ali, za razliku od
prethodno pomenutih dvaju obrazaca, ovaj je bio prisutan kod gotovo svih bolesnika sa
tipom II i III, a mnogo rede medu bolesnicima sa tipom I (uokvireno punom linijom u

Tabeli 4.2). Dodatna odlika ovog obrasca bio je povecan broj kopija gena SMNZ2.

Tabela 4.2,  Zastupljenost  cetiri  obrasca  kombinovanog odsustva  gena
SERF1A/SMN1/NAIP kod tri tipa SMA bolesnika sa prikazanim brojem kopija gena SMN2.

broj SMA bolesnika

telomerni region 5q13.2 (broj kopija SMN2)

SERF1A SMN1 NAIP tip | tip 11 tip 11

I - v 5312 o o0

T - + 0 4R3(2) 0 0 I

Ty - U 6/23(2) 237(3) 139(3)
+ - + 8/23(2-3) 35/37(3)  38/39 (3-4)

»——homozigotno odsustvo nazna¢enog gena

,, T — prisustvo bar jedne kopije naznacenog gena

uokvireno isprekidonom linijom — homozigotna delecija gena SERF1A i/ili NAIP
uokvirenom punom linijom — prisustvo bar jedne kopije gena SERF1A i bar jedne kopije
gena NAIP
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Imajuéi u vidu statisti¢ki znacajnu obrnuto srazmernu korelaciju pojedina¢nog broja

kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP sa tipom SMA, ispitan je udruzeni efekat broja kopija

svih navedenih gena na fenotipsku varijabilnost SMA koriS¢enjem generalizovanog

linearnog modela. Najbolji minimalni model koji objasnjava fenotipsku varijabilnost decije

SMA sadrzao je kao prediktorske promenljive broj kopija gena SMN2 (p<2e-16) i SERF1

(p<2e-16), kao i interakciju ovih dvaju gena SMN2*SERF1 (p=0.02628) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Najbolji minimalni model koji objasnjava fenotipsku varijabilnost dec¢ije SMA

Najbolji minimalni model: tip SMA ~ SMN2 + SERF1 + SMN2*SERF1

prediktorska promenljiva p-vrednost
SMN2 p<2e-16
SERF1 p<2e-16
SMN2*SERF1 p=0.02628
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Sa Slike 4.6 vidi se da su bolesnici sa tipom | bili jedini koji su imali homozigotnu
deleciju gena SERF1 koja je bila pra¢ena prisustvom dveju i kod jednog bolesnika
prisustvom jedne kopije gena SMN2. Bolesnici sa tipovima Il i 1l posedovali su bar jednu

kopiju gena SERF1, dok se broj kopija SMN2 povecavao sve do Cetiri kopije prisutne kod
bolesnika sa tipom I1I.
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Slika 4.6. Udruzeni efekat broja kopija gena SMN2 i SERF1 na tip decije SMA.
,,—“—homozigotno odsustvo gena SERF1; ,,+ — prisustvo bar jedne kopije gena SERF1.
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4.1.5. Bisulfitna konverzija DNK

Nakon bisulfitne konverzije lanci DNK vise nisu medusobno komplementarni,
znacajno su fragmentisani, i kao jednolancani ne vezuju EtBr efikasno kao dvolancana
DNK. Nakon elektroforeze i hladenja agaroznog gela na 4°C dolazi do dovoljnog baznog
sparivanja, $to omogucuje interkaliranje EtBr i vizuelizaciju jednolancanih fragmenata

DNK u vidu razmaza (slika 4.7). To ukazuje na uspesnu bisulfitnu konverziju DNK.

500 bp

100 bp

Slika 4.7. Rezultati provere uspesnosti bisulfitne konverzije DNK u 2% agaroznom gelu
bojenom EtBr (0,5 pg/ml) i ohladenom na 4°C. Sa leva na desno naliveni su uzorci DNK
koris¢eni za optimizaciju procesa bisulfitne konverzije. U poslednji bunar naliven je
standard za duzinu fragmenata GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific,
SAD).
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4.1.6. Provera uspesnosti PCR-a izvedenog iz bisulfitno konvertovane DNK

Na Slici 4.8. predstavljen je rezultat provere uspesnosti PCR-a za umnozavanje
fragmenta DNK duzine 200 bp iz bisulfitno konvertovane DNK. Diskretna traka na
agaroznom gelu potvrdila je specificnost dizajniranih prajmera HRM_SMN2 F i
HRM_SMNZ2_R.

500 bp

200 bp

100 bp

Slika 4.8. Rezultati provere uspesnosti proizvoda PCR-a koris¢enjem prajmera
HRM_SMN2_F i HRM_SMNZ2_R. U prvi bunar naliven je standard za duzinu fragmenata
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, SAD). U ostalim bunarima
agaroznog gela vidi se specifi¢an proizvod duzine 200 bp.

Nekolicina proizvoda PCR-a dobijena na ovaj nacin direktno je sekvencirana. Na
Slici 4.9. predstavljena je sekvenca koja je na mestu svakog dinukleotida CpG
obuhvaéenog parom prajmera posedovala preklopljene signale C/T. Ovakva sekvenca

ukazivala je na heterogenu metilaciju ispitivanog dela promotora SMN2.
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Slika 4.9. Deo sekvence dobijen direktnim sekvenciranjem regiona CG2 gena SMN2
koris¢enjem prajmera HRM SMN2 F i HRM SMN2 R. Preklopljeni signali C/T na
poziciji svakog dinukleotida CpG obuhvacenog prajmerima oznaceni su crnim strelicama.
Visina signala ne odgovara stvarnoj proporciji metilovanih i nemetilovanih fragmenata, te
se ne moze koristiti za odredivanje stepena metilacije na naznacenim pozicijama.

4.1.7. Analiza stepena metilacije regiona CG2 gena SMN2 metodom HRM

Analiza stepena metilacije dela promotorskog regiona gena SMN2 oznaéenog kao
CG2 metodom HRM obuhvatila je 25 bolesnika klasifikovanih u sva tri tipa SMA.
Raspodela bolesnika po tipovima i broj kopija SMN2 koje su posedovali prikazani su u
Tabeli 4.4.

Dobijene krive topljenja bile su slozene i odlikovale su se sa dvama signalima na
razli¢itim temperaturama topljenja. Jedini izuzetek je bio uzorak bolesnika WH870. Levi
signal je imao nizu temperaturu topljenja i mogao bi odgovarati manje metilovanim
fragmentima. Alternativno, on moze biti posledica heterodupleksa u slucaju da su
analizirane heterogeno metilovane sekvence u smislu postojanja razlicitih epialela u
uzorku. Naime, heterodupleksi se tope na nizim temperaturama usled vece nestabilnosti
uzrokovane prisustvom sekvenci koje nisu apsolutno komplementarne. Desni signal
odgovarao bi frakciji sa ve¢im stepenom metilacije, koja se usled svog baznog sastava (veci
broj nukleotida C u odnosu na nemetilovane sekvence) odlikovala viSom temperaturom
topljenja (Slika 4.7). Levi i desni signal bili su razlicitih visina, $to je posledica razlika u
jacini fluorescentnog signala, a oslikava odnos broja manje i vise metilovanih fragmenata u
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uzorku. U Tabeli 4.4 prikazane su eksperimentalno dobijene temperature topljenja. Tamo
gde je navedena samo jedna temperatura topljenja bio je prisutan samo jedan signal, sto

ukazuje na smanjenu heterogenost metilacije u datom uzorku.

Dobijene krive topljenja bile su reproducibilne unutar pojedinac¢nih uzoraka DNK,
ali usled velikog odstupanja njihovog oblika u odnosu na oblik krivih topljenja koris¢enih
kontrolnih DNK poznatog stepena metilacije nije bilo moguce kvantifikovati stepen
metilacije ispitivanih fragmenata. 1z tog razloga dobijeni profili su podesni uglavnom za
opisno (kvalitativno) tumacenje. Tako je kod 25 analiziranih bolesnika uo¢eno najmanje 5
razli¢itih profila slozenih krivih topljenja (Slika 4.10) bez pravilnosti u njihovoj
zastupljnosti po tipovima SMA. Dobijene krive topjenja ukazale su ne samo na prisusvo
heterogene metilacije u odnosu na svaku moguéu poziciju metilovanja, ve¢ i na verovatno

prisustvo heterogene metilacije u smislu postojanja veéeg broja epialela u jednom uzorku.

62



Tabela 4.4. Eskperimentalno odredene temperatue topljenja (Tm; i Tmy) u slozenim
krivama topljenja dobijenim analizom regiona CG2 gena SMN2 metodom HRM kod 25
SMA bolesnika. U tabeli su prikazani i tip SMA i broj kopija SMN2 za svakog analiziranog

bolesnika.

Laboratorijska oznaka uzorka Tm; m; tip SMA broj kopija SMN2
WH875 77.5 78.9 I 2
WH962 77.4 78.9 I 2
WH804 77.3 78.6 I 2
WH723 7.7 78.9 I 2
WH924 77.4 78.8 1 3
WH909 77.1 78.7 I 3
WH931 77.3 78.6 1 3
WH841 77.3 78.6 1 3
WH799 77.2 78.7 I 3
WH785 77.5 78.7 1 3
WH773 77.2 78.4 I 3
WH721 77.2 78.5 1 3
WH720 77.3 78.6 I 3
WH731 77.6 78.9 I 3
WH892 77.2 78.5 Il 3
WH870 77.2 - " 3
WH774 77.2 78.5 "I 3
WH760 77.2 78.5 " 3
WH739 77.2 78.5 "I 3
WH713 77.4 78.6 "I 3
WH693 77.3 78.5 " 4
WH742 7.7 78.9 "I 4
WH918 77.4 78.8 " 4
WH955 77.1 - "I 4
WH891 77.5 78.7 " 4

Tm; — temperatura topljenja levog signala nakon analize HRM; Tm, - temperatura topljenja

desnog signala nakon analize HRM; ,,-* — odsustvo signala.
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Slika 4.10. Krive topljenja regiona CG2 promotora gena SMN2 dobijene metodom
HRM. Krive topljenja kontrolnih DNK: potpuno nemetilovane (A) i potpuno metilovane
(B). Pet uoc¢enih obrazaca krivih topljenja kod 25 analiziranih SMA bolesnika (C).
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4.1.8. Analiza obrasca metilacije regiona CG2 gena SMN2 metodom
sekvenciranja pojedina¢nih klonova

Identifikacija pojedinacnih metilovanih alela (epialela) izvrsena je molekularnim
Kloniranjem i Sangerovim sekvenciranjem pojedina¢nih klonova kod dva bolesnika.
Bolesnici su odabrani tako da predstavljaju dve krajnosti na kontinuumu fenotipa decije
SMA, tj. analizirani su uzorci jednog bolesnika sa SMA tipom 1 i jednog sa SMA tipom IllI,
jer su se prema literaturnim podacima izmedu ovih dvaju tipova ocekivale najizrazenije
razlike u stepenu metilacije promotorskog regiona SMN2 (Hauke et al. 2009; Cao et al.
2016).

Na osnovu obrasca traka dobijenih elektroforetskim razdvajanjem proizvoda
digestije restrikcionim enzimom Dral odabrani su klonovi koji ¢e biti analizirani
Sangerovim sekvenciranjem. Na Slici 4.11 prikazani su rezultati digestije izolovanih

rekombinantnih molekula kori§¢enjem restrikcionog enzima Dral.
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1306 bp
1158bp

6o2bp MW

Slika 4.11. Analiza izolovanih rekombinantnih molekula DNK nakon restrikcione digestije
enzimom Dral u 1% agarozonm gelu. S leva na desno nalivani su izolovani rekombinantni
molekuli DNK, i to naizmeni¢no nedigerirani i digerirani izolati. Ukoliko je u
rekombinantnom molekulu DNK prisutan insert nastao umnozavanjem pomocu prajmera
HRM_SMN2_F i HRM_SMN2_R, obrazac traka dobijen restrikcionom digestijom sa Dral
je 19 bp, 692 bp, 1158 bp i 1306 bp. Ovakvi bunari oznaceni su belim strelicama. U njima
se ne vidi najkrac¢i fragment duzine 19 bp.
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Dodatni korak provere specifi¢nosti inserta sproveden je digestijom rekombinantnih
molekula DNK restrikcionim enzimom BamHI i analizom u 1% agaroznom gelu (Slika
4.12).

10000 bp
~ 8000 bp

- fE
~ 4000

. b
2500 bp
2000 bp

1500 bp

S 1000 bp

R 750 bp

500 bp

250 bp

ey

Slika 4.12. Analiza izolovanih rekombinantnin molekula DNK nakon digestije
restrikcionim enzimom BamHI u 1% agarozonm gelu. Redosled nalivenih uzoraka s leva na
desno je sledeci: vektor pBluescriptT/A, vektor pBluescriptT/A digeriran restrikcionim
enzimom BamH]I, vektor pBluescriptT/A digeriran restrikcionim enzimom Dral, negativan
klon digeriran restrikcionim enzimom Dral, pozitivan klon odabran na osnovu rezultata
restrikcione digestije sa Dral digeriran restrikcionim enzimom BamHI. Restrikcionom
digestijom sa BamHI dobijaju se fragmenti duzina 217 bp i 2958 bp. Crnom strelicom

oznacen je fragment duzine 217 bp. Kao standard za duzinu koriséen je GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, SAD).

Sangerovim sekvenciranjem najmanje 10 nasumi¢no izabranih pozitivnih klonova
za dva analizirana SMA bolesnika neposredno je proverena specificnost inserta i odreden je
obrazac metilacije dobijenih epialela. Uoceni epialeli i njihovi obrasci metilacije
predstavljeni su na Slici 4.13 (bolesnik sa SMA tipom IlI) i Slici 4.14 (bolesnik sa SMA
tipom I).
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"296 "290 broj detektovanih
fw CG CG CG CG CG CG CG CG rev klonova
2

%

fw CcG CG €6 €6 CG CG CG CG6 rev

5

fw CcG CG C6 €6 €6 CG CG CG rev

!

fw G CG C6 €6 €6 CG CG CG rev

@

fw CG CG CG C6G CG CG CG CaG rev

[y

fw CG CG C6 C6G €6 CG CG Ca6 rev

E

fw CG CG CG CG €6 CG CG Ca rev

fw (G CG CG CG C6 CG CG rev

CG
I B BEE B B BEEEEEE 1

Slika 4.13. Epialeli uofeni molekularnim kloniranjem i Sangerovim sekvenciranjem
pozitivnih klonova kod jednog bolesnikasa SMA tipom Ill. Sivi kvadrati predstavljaju
nemetilovane dinukleotide CpG, crni kvadrati metilovane dinukleotide CpG. Oznaceni su
dinukleotidi na pozicijama -296 bp i -290 bp (u odnosu na start kodon ATG). fw — uzvodni
prajmer; rev — nizvodni prajmer.

68



"296 290 broj detektovanih

v CG G €6 6 €6 G CG CG rev klonova

B B EEE NN EEEEEEE | :
fw CG CG CG CGE ©CG CG& CG CG rev

| HEE B B B BEEEEEE 9
fw G ©CG CG CG ©G6 €3 CG CG rev

Il B B B D D EEEEEEE 4
fw C6G ©CG CG € ©6 €& €6 CG rev

I B BEEEEEEEEEEEEEE | 1
fw G C6 €6 CE C6 €3 €6 CG rev

I B B EEEEE BEEEEEE 2
fw G G €6 G CG6 Ca €6 CG rev

IS B B B BEE Nl BEE 1
fw CG CG CG CGE ©CG C& CG CG rev

I B B B BB EE EEE 4
fw G ©CG €6 CG ©G6 €3 CG CG rev

I ©E EEE B B EEEEEEE 1
fw CG CG CG CG ©CG CG& CG CG rev

[TTTTTTTTITITTITTI T e a
fw G C6 CG € C6 €3 CG CG rev

I B B EEEEEEEEEEEEE 3
fw G G €6 €6 ©G6 €G3 CG CG rev

| HNEEEEEEE EEEEEEE 1
fw CG CG CG CGE ©CG C& CG CG rev

| NN EEE EEEEEEEEE 1
fw G ©CG CG CG ©G6 €G3 CG CG rev

| HEE B EEEEEEEEEEE 2
fw CG C6 CG CG ©CG6 CG& CG CG rev

I B B BEE BEEEEEEEE 1
fw G C6 €6 CE ©6 €3 €6 CG rev

| HEE B B B BEE BEE 1
fw CG ©CG CG € ©G6 €3 €6 CG rev

I B BBl B BEEEEEEEE 1

Slika 4.14. Epialeli uoceni molekularnim

kloniranjem 1 Sangerovim sekvenciranjem

pozitivnih klonova kod jednog bolesnika sa SMA tipom 1. Sivi kvadrati predstavljaju
nemetilovane citozine u okviru dinukleotida CpG, crni kvadrati metilovane citozine u okviru
dinukleotida CpG. Oznaceni su citozini na pozicijama -296 bp i -290 bp (u odnosu na start
kodon ATG). fw — uzvodni prajmer; rev — nizvodni prajmer.
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Obrasci metilacije u identifikovanim epialelima ukazuju na heterogenu metilaciju
ispitivanog dela promotorskog regiona gena SMN2. Kvalitativnim uporedivanjem epialela
izmedu bolesnika sa SMA tipom | i SMA tipom Il nije uoCena razlika u obrascima
metilacije. Bolesnik sa SMA tipom I posedovao je, izmedu ostalih, i epialele koji su bili
potpuno nemetilovani na svim ili veéini obuhvacenih dinukleotida CpG, kao §to je bolesnik
sa SMA tipom Ill imao epialele u kojima je veéina obuhvacenih dinukleotida CpG bila
metilovana. Medutim, moze Se primetiti da je najnizvodniji dinukleotid CpG bio
nemetilovani ¢ak i u onim epialelima koji su imali metilovan veci broj dinukleotida CpG.
Potpuno metilovani epialeli nisu uoc¢eni ni kod bolesnika sa SMA tipom | ni kod bolesnika
sa SMA tipom IlI.
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4.2. Amiotrofi¢na lateralna skleroza

4.2.1. Ucestalost mutacija u genima SOD1 i C9orf72 kod bolesnika sa
sporadi¢nom amiotrofi¢énom lateralnom sklerozom iz Srbije

U grupi od 153 bolesnika sa SALS, kod ukupno 10 bolesnika (6,54%)

identifikovana je mutacija p.Leul45Phe u genu SOD1 (Slika 4.15), dok je kod 9 bolesnika
identifikovana ekspanzija ponovljenog motiva GGGGCC u genu C9orf72 (Slika 4.16).

167 bp
110 bp

57 bp
39 bp

Slika 4.15. Detekcija mutacije p.Leul45Phe u genu SODL1 restrikcionom digestijom
pomocu enzima Cvikll. Fragmenti duzine 167, 110, 57 i 39 bp ukazuju na prisustvo
mutacije u heterozigotnom stanju, dok fragmenti duzine 110, 57 i 39 bp ukazuju na
odsustvo mutacije. +K — pozitivna kontrola (osoba sa mutacijom u heterozigotnom stanju
identifikovana Sangerovim sekvenciranjem). Kao standard za duZinu fragmenata koris¢en
je GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, SAD).

|
|
\ ’\ | l j\ fr
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Slika 4.16. Detekcija mutacije tipa ekspanzije ponovljenog motiva GGGGCC u genu

C9orf72 metodom RP-PCR. Karakteristi¢an signal u vidu pikova opadujuceg intenziteta
na razdaljini od 6 bp nakon kapilarne elektroforeze ukazuje na prisustvo mutacije.
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4.2.2. Asocijacija broja kopija gena SMN1, SMN2, SERF1 i NAIP sa rizikom
za pojavu sporadi¢ne amiotrofi¢ne lateralne skleroze kod bolesnika iz

Srbije

FiSerov test tatne verovatnoée nije pokazao postojanje statisticki znacajne

asocijacije izmedu broja kopija gena SMN1, SMN2, SERF1 i NAIP i rizika za pojavu SALS

u analiziranoj grupi bolesnika iz populacije Srbije (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Raspodela broja kopija gena SMN1, SMN2, SERF1 i NAIP kod bolesnika sa
SALS iz Srbije (n=153) i kontrolnih uzoraka (n=153).

gen broj kopija | bolesnici | kontrole | p-vrednost*
1 6 9
SMN1 2 134 134 0.650
3 13 10
0 6 10
SMN2 ! o2 > 0.369
2 82 82
3 3 7
2 3 3
SERF1 3 18 30 0.257
4 127 114
5 5 6
1 11 12
2 119 115
NAIP 3 20 20 0.908
4 3 5
5 0 1
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4.2.3. Kaplan-Majerova kriva kumulativne verovatnoée preZivljavanja

Srednje vreme prezivljavanja, izrac¢unato na uzorku od ukupno 153 bolesnika, od

¢ega 54 umrlih, iznosilo je 22 meseca (Slika 4.17).

1001

-~
w

srednje vreme
prezivljavanja = 22 meseca

(&)
o

verovatnoca prezivljavanja (%)
b 3
T

N
(4]

0 5 10 15 20 25 30 35 40
vreme (u mesecima)
Slika 4.17. Kaplan-Majerova kriva kumulativne verovatnocée prezivljavanja od trenutka
postavljanja dijagnoze za ispitivane bolesnike sa SALS iz Srbije (n=153). Cenzurisani

bolesnici predstavljeni su oznakom ,,x*, a interval poverenja od 95% oznacen je
zasencenom povrsinom.
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4.2.4. Log-rank poredenje preZivljavanja

Log-rank test je pokazao postojanje statisticki znacajnih razlika medu krivama
prezivljavanja izmedu podgrupa nekoliko klini¢kih promenljivih (Tabela 4.6).
Prezivljavanje je bilo znacajno krace u slede¢im podgrupama: kod starijih bolesnika (>60
godina, p=1,7e-02), bolesnika sa manjim zbirom skale ALSFRS-R (<39, p=5e-05) i nizim
FVC (<90%, p=7,1e-07) u trenutku dijagnoze, manjim zbirom MMSE (<24, p=4,3e-04),
kra¢im dijagnostickim kasnjenjem (<11 meseci, p=2,7e-02) i u podgrupi u kojoj su oba
motorna neurona bila zahvacena boles¢u (p=2,6e-02). Uprkos Ccinjenici da se Kkrive
prezivljavanja bolesnika sa razli¢itim brojem kopija gena SMN1 nisu statisticki znacajno
razlikovale (p=0.242), njihova srednja vremena prezivljavanja bila su drugacija: kriva
prezivljavanja bolesnika sa jednom kopijom SMN1 nije ni dostigla srednje vreme
prezivljavanja od 50%, dok je srednje vreme prezivljavanja bolesnika sa dvema kopijama

SMN1 iznosilo 22 meseca, a onih sa trima kopijama SMN1 19 meseci.

Tabela 4.6. Statisticki znacajni rezultati log-rank testa dobijeni poredenjem preZivljavanja
izmedu podgrupa klini¢kih promenljivih na analiziranom uzorku bolesnika sa SALS iz
Srbije.

Klinich I p radi

znvz.c .a pm@en ljiiva (podgrupa sa kracim o-vrednost
prezivljavanjem)
vreme pocetka bolesti (>60 godina) 1,7e-02
ALSFRS-R (£39) 5e-05
FVC (=90%) 7,1e-07
MMSE (<24) 4,3e-04
dijagnosticko kasnjenje (<11 meseci) 2,7e-02
tip motoneurona zahvacen boles¢u (gornji i

. 2,6e-02

donji)
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4.2.5. Univarijabilna Koksova regresiona analiza prezivljavanja

Univarijabilna Koksova regresiona analiza prezivljavanja pokazala je da statisticki
znacajan zastitni efekat na prezivljavanje ostvaruju sledece klinicke promenljive: zbir skale
ALSFRS-R u trenutku dijagnoze (odnos rizika [HR]=0.939, 95% IP 0.910-0.968,
p=1.415e-04), FVC u trenutku dijagnoze (HR=0.975, 95% IP 0.964-0.987, p=8.799¢e-05) i
dijagnosticko kasnjenje (HR=0.955, 95% IP 0.921-0.990, p=3.025e-03). Statisticki
znacajan rizi¢an faktor za prezivljavanje pokazala je promena zbira ALSFRS-R kroz vreme
(AALSFRS: HR=2.253, 95% IP 1.713-2.964, p=4.886e-07). Za uticaj broja kopija SMN1
na prezivljavanje uocen je statisticki trend (HR=1.811, 95% IP 0.910-3.607, p=0.091). P-
vrednosti koje su ostale statisticki znacajne nakon Bonferonijeve korekcije za 16 klini¢kih
promenljivih (0,05/16=3,1e-03) predstavljene su podebljanim slovima u Tabeli 4.7. Na
osnovu koeficijenta determinacije R? koji pokazuje koliki je procenat varijabilnosti
zavisne promenljive objasnjen varijabilno$¢u nezavisnih promenljivih, AALSFRS u

najvecem stepenu objasnjava varijabilnost prezivljavanja sa vrednos¢u od 24,3%.
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Tabela 4.7. Rezultati univarijabilne Koksove regresione analize prezivljavanja izvrSene na
analiziranom uzorku bolesnika sa SALS iz Srbije.

LRT

prediktorske | | HRoswIP | R® | LRT n | d
promenljive p-vrednost

SMN1 1811 | 0.910-3.607 | 0017 | 268 9.1e-02 | 153 | 54
starostna 14 359 | 1001-1.058 | 0.028 | 432 | 3.761e-02 | 151 | 53
pocetku bolesti

dijagnosticko | gex | 9.921-0.990 | 0.056 8.6 | 3.025e-03 | 149 | 52
kaSnjenje

ALSFRS-R 0939 | 0910-0.968 | 0093 | 14.48 | 1.415e-04 | 149 | 53
AALSFRS 2253 | 1.713-2.964 | 0243 | 2531 | 4.886e-07 | 91 | 28
FVC 0975 | 0964-0987 | 0.109 | 1538 | 8.799¢-05 | 133 | 46

HR — odnos rizika; R” — koeficijent determinacije; LRT — test koli¢nika verodostojnosti; n —
broj bolesnika za koje su vrednosti date promenljive bile dostupne; n — broj bolesnika za
koje su vrednosti ispitivane promenljive bile dostupne, d — broj umrlih bolesnika u broju
bolesnika n. Podebljanim brojevima u tabeli prikazane su p-vrednosti koje su nakon
Bonferonijeve korekcije (5.0e-02/16=3.1e-03) ostale statisticki znacajne.

U cilju provere smera delovanja varijabli identifikovanih kao statisticki znacajnih za
prezivljavanje u univarijabilnoj Koksovoj regresionoj analizi, ova analiza je ponovljena
prevodenjem svih kontinuiranih promenljivih u kategoric¢ke koriste¢i medijanu kao
grani¢nu vrednost, ili u slu¢aju FVC vrednost od 90%. Na ovaj nacin identifikovane su
slede¢e podgrupe sa zastitinim efektom na preZivljavanje: zbir skale ALSFRS-R>39
(HR=0.299, 95% IP 0.161-0.555), FVC>90% (HR=0.249, 95% IP 0.138-0.450),
dijagnosticko  kasnjenje>11 meseci (HR=0.541, 95% IP 0.311-0.942). Dodatno,
identifikovana je i sledec¢a rizicna podgrupa: AALSFRS>0.9 (HR= 8.249, 95% IP 3.08-
22.1).
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4.2.6. Multivarijabilna Koksova regresiona analiza prezivljavanja

Multivarijabilna Koksova regresiona analiza prezivljavanja obuhvatila je samo one
promenljive koje su se u univarijabilnoj analizi pokazale kao statisticki znaCajne za
prezivljavanje (ALSFRS-R, FVC, AALSFRS i dijagnosticko kaSnjenje), kao i ispitivane
geneti¢ke promenljive (broj kopija gena SMN1, SMN2, SERF1 i NAIP). Za ukupno 90
pacijenata uklju¢enih u multivarijabilnu Koksovu regresionu analizu, od kojih je 28 umrlo,
vrednosti svih pomenutih promenljivih bile su dostupne. Kontinuirane promenljive nisu
bile dihotomizovane u podgrupe. Dobijeni Koksov regresioni model objasnio je 41,2%
varijabilnosti prezivljavanja i identifikovao zbir skale ALSFRS-R u trenutku dijagnoze,
(HR = 0.885, 95% IP 0.834-0.938), promenu zbira ALSFRS-R kroz vreme (HR = 2.193,
95% IP 1.618-2.972), dijagnosticko kasnjenje (HR = 0.939, 95% IP 0.888-0.994) i broj
kopija SMN1 (HR = 10.276, 95% IP 3.106-33.998) kao nezavisne promenljive znacajne za
prezivljavanje. Tacnije, nizi zbir skale ALSFRS-R u trenutku dijagnoze, brzi pad
funkcionalnosti (AALSFRS), kra¢e dijagnosticko kasnjenje i veci broj kopija gena SMN1
rezultovali su kra¢im prezivljavanjem bolesnika sa SALS iz Srbije (Tabela 4.8).
Verovatnoca prezivljavanja bolesnika sa jednom kopijom SMN1 iznosila je 100%, onih sa
dvema kopijama SMN1 39,2%, a onih sa trima kopijama samo 0,03% (Slika 4.18).

Tabela 4.8. Koksov regresioni model sa statistiCki znafajnim promenljivama za
prezivljavanje dobijen multivarijabilnom Koksovom regresionom analizom.

. 2

prediktorske HR | HR95%IP | R | rT | RT 1|y
promenljive modela p-vrednost

ALSFRS 0.885 0.834-0.938

AALSFRS 2.193 1.618-2.972

7 & 0.412 | 47.83 | 1.022e-09 | 90 | 28
dijagnosticko 0.939 | 0.888-0.994

kasnjenje
broj kopija SMN1 | 10.276 | 3.106-33.998

HR — odnos rizika; R” — koeficijent determinacije; LRT — test koli¢nika verodostojnosti; n —
broj bolesnika za koje su vrednosti sve ¢etiri promenljive bile dostupne; d — broj umrlih
bolesnika u broju bolesnika n.
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Slika 4.18. Krive prezivljavanja za uticaj broja kopija gena SMN1 na verovatnocu
prezivljavanja zasnovane na modelu dobijenom multivarijabilnom Koksovom regresionom
analizom (n=90). Istackanom linijom predstavljena je kriva prezivljavanja bolesnika sa
jednom kopijom SMNL1, isprekidanom linijom bolesnika sa dvema kopijama SMNL1, a
punom linijom bolesnika sa trima kopijama SMN1.
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4.2.7. Provera pretpostavke o srazmernosti rizika za umiranje

Pretpostavka o srazmernosti rizika za umiranje testirana Sonfeldovim testom
reziduala bila je ispunjena: za zbir skale ALSFRS-R u trenutku dijagnoze dobijena p-
vrednost iznosila je p=0.325; za promenu ALSFRS-R kroz vreme (AALSFRS) p=0.088; za
dijagnosticko kaSnjenje p=0.548; za broj kopija SMN1 p=0.265; za celokupan model

p=0.329). Na ovaj nacin potvrdena je verodostojnost dobijenih rezultata.
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5. Diskusija

Spinalna mi$i¢na atrofija i amiotrofi¢na lateralna skleroza predstavljaju izuzetno
teSke bolesti motoneurona izmedu kojih postoje patoloske, celijske, molekularne i
geneticke slicnosti. Usled toga, eksperimentalni pristupi u analizi uzro¢nog gena i gena
modifikatora SMA, kao i patoloski mehanizmi i klinicki uvidi u ovoj monogenskoj bolesti

mogu biti od ogromne vaznosti za razumevanje bar dela slozenog fenotipa kakav je ALS.

U okviru ove studije uradena je detaljna i precizna rekonstrukcija slozenih
hromozomskih rearanzmana u regionu 5913.2 i odredena je geneticka struktura njegovog
telomernog dela kod 99 nesrodnih bolesnika iz Srbije sa homozigotnom delecijom egzona 7

gena SMNL1 i 122 roditelja bolesnika dostupnih za analizu.

Inherentna nestabilnost regiona 5q13.2 potvrdena je identifikacijom 20 razli¢itih
alela njegovog telomernog dela u grupi od ukupno 442 ispitivana hromozoma. Kod ~95%
analiziranih bolesnika metodom MLPA potvrdeno je homozigotno odsustvo ne samo
egzona 7, veé¢ celog gena SMNI1. Kod preostalih ~5% slucajeva hromozomskim
rearanZmanima nije bio zahvaéen egzon 8, ve¢ je jedna njegova kopija bila prisutna, $to je
u skladu sa ranije prijavljenom ucestalos¢u ovog tipa rearanzmana (Wirth et al. 2006).
Najcesce uoceni hromozomski rearanzmani bili su velike delecije, koje su zahvatale gene
SMN1, SERF1A i/ili NAIP, kao i genska konverzija gena SMN1 u SMN2, oba razli¢itih
razmera. Velike delecije bile su najzastupljenije kod bolesnika sa SMA tipom I i retko kod
bolesnika sa SMA tipom Ill, dok je genska konverzija gena SMN1 u SMN2 bila gotovo
iskljuéivo odlika bolesnika sa SMA tipom Il i SMA tipom Ill. Imajuéi ovo u vidu, treba
ista¢i razliku u znaenju sintagme homozigotno odsustvo gena SMN1 medu razli¢itim
tipovima SMA, gde kod bolesnika sa SMA tipom | ona gotovo isklju¢ivo oznacava
homozigotnu deleciju SMN1, a kod SMA tipa Il i SMA tipa Ill gensku konverziju bar jedne
kopije gena SMN1 u gen SMN2. Poveéan broj kopija gena NAIP i/ili SMN1 zapazen je

samo kod alela koji nisu bili asocirani sa bolescu.

Pokazana korelacija izmedu broja kopija gena SMNZ2 i tipa decije SMA u skladu je
sa prethodnim nalazima (Burghes 1997; Feldkotter et al. 2002; Wirth et al. 2006). U nasem
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ispitivanom uzorku najveci broj bolesnika sa tipom I (~90%) posedovao je dve kopije
SMN2, svi bolesnici sa tipom II imali su tri kopije, a oni sa tipom III nosili su tri ili Cetiri
kopije gena SMN2 (~38% i ~62%, redom). Ovakav rezultat navodi na zaklju¢ak da izmedu
broja kopija SMN2 i prirode rearanzmana u regionu 5ql3.2 postoji jasan uzro¢no-
posledi¢an odnos. Dva bolesnika sa tipom I, koja su posedovala po tri kopije SMN2 i tri
kopije SERF1, nisu imala sposobnost samostalnog sedenja, $to ukazuje na postojanje
dodatnih modifikatora fenotipa SMA. Imaju¢i u vidu da bolesnici sa pet ili Sest kopija
SMN2 razvijaju blage simptome bolesti (Wirth et al. 2006), a da osam kopija gena SMN2
potpuno S§titi osobu sa homozigotnom delecijom egzona 7 gena SMN1 od pojave bolesti
(Brahe 2000), nije neobi¢no §to u ispitivanom uzorku SMA bolesnika iz Srbije nisu uo¢eni

genotipovi sa viSe od Cetiri kopije SMN2.

Odredivanje broja kopija gena SMN2 omogucuje u izvesnoj meri procenu toka
bolesti i njene tezine: verovatnoca da ¢e bolesnik sa 1-2 kopije SMN2 razviti tip | iznosi
>97%, a da ¢e bolesnik sa 3 kopije gena razviti tip 1l iznosi 83% (Feldkotter et al. 2002).
Medutim, nisu sve prisutne kopije gena SMN2 medusobno funkcionalno jednake (Burghes
1997). Himerne kopije SMN2, kod kojih je 5'-kraj gena zadrzao sekvencu SMN1, imaju
vecu sposobnost da ublaze klini¢ku sliku u odnosu na kopije gena kod kojih je i ovaj deo
gena bio zahvacen genskom konverzijom. U ispitivanom uzorku SMA bolesnika uocene su
ukupno dve himerne kopije — jedna u kojoj je samo egzon 7 imao sekvencu gena SMN2, i
druga u kojoj je samo egzon 8 zadrzao sekvencu gena SMN1, dok je uzvodni deo gena bio
SMN2. Obe himerne kopije bile su prisutne kod bolesnika sa SMA tipom Il. Intragenske
mutacije u genu SMN2, male delecije ili duplikacije (Feldkotter et al. 2002), kao i razli¢it
stepen metilacije promotora SMN2 (Hauke et al. 2009), mogu takode usloviti razlike u

funkcionalnosti izmedu razlicitih kopija ovog gena.

Cinjenica da su velike delecije isklju¢ivo prisutne kod bolesnika sa SMA tipom |
(Burlet et al. 1996) potvrdena je i rezultatima ove teze koji pokazuju da je homozigotna
delecija telomernog gena SERF1A bila prisutna samo kod bolesnika sa najtezim tipom
SMA. Prethodnim studijama pokazano je da je SERF1A mnogo ¢eSc¢e zahvacen delecijom u
odnosu na NAIP, a podjednako ¢esto kao SMN1 kod bolesnika sa tipom | (Scharf et al.
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1998; Amara et al. 2012), najverovatnije usled toga sto je fizicki najblizi genu SMN1 u
odnosu na sve druge gene iz regiona 5q13.2. U studiji sprovedenoj na 149 SMA bolesnika
iz kineske populacije sa homozigotnom delecijom gena SMN1, od ¢ega njih 48 sa tipom I,
nije uoCena delecija gena SERF1 (He et al. 2013), pod ¢ime autori najverovatnije
podrazumevaju homozigotnu deleciju njegove telomerne kopije SERF1A. Zanimljivo je da
je 7 od 48 bolesnika sa tipom I posedovalo fizi¢ki veliku homozigotnu deleciju koja je
obuhvatila gene SMN1, NAIP i GTF2H2, ali ne gen SERF1A. Budu¢i da proba SERF1B-up
omogucuje odredivanje ukupnog broja kopija gena SERF1A i SERF1B, samo dobro
odabrana referentna grupa, porodi¢na segregaciona analiza, Kao i veStina i iskustvo u
proceni broja kopija mogu dovesti do nedvosmilenog prepoznavanja homozigotne delecije
gena SERF1A. Uzevsi sve navedeno u obzir, odsustvo porodi¢ne segregacione analize u
navedenoj studiji moze biti mogu¢i uzrok nedektovanja smanjenja broja kopija gena
SERF1A.

Prema rezultatima ranijih studija, NAIP je odsutan kod vise od 50% bolesnika sa
tipom I, a mnogo rede kod bolesnika sa tipovima II i III (Roy et al. 1995; Velasco et al.
1996; Amara et al. 2012; He et al. 2013). Ovakav rezultat proizilazi i iz rezultata ove teze
prema kojima je homozigotna delecija NAIP uocena gotovo isklju¢ivo kod bolesnika sa
tipom 1, dok se prisustvo obeju telomernih kopija gena NAIP sreée pretezno kod bolesnika
sa tipom Il i I11, a gotovo da izostaje kod bolesnika sa tipom I. Broj kopija gena NAIP moze
varirati nezavisno od ostalih gena u regionu 5913.2, §to je zapaZeno i u istrazivanju koje je
dovelo do otkrica samog gena (Roy et al. 1995), a pokazano je i u okviru ove teze
detektovanjem povecanog broja kopija ovog gena kod 7,5% hromozoma sa normalnim

brojem kopija SMN1, tj. jednom kopijom.

Najbolji minimalni generalizovani linearni model koji objasnjava fenotipsku
varijabilnost de¢ije SMA ukazao je na udruzeni uticaj broja kopija gena SMN2 i SERF1A.
Prisustvo broja kopija SMN2 u ovom modelu nije iznenaduju¢e budu¢i da njegovi
transkripti daju 10% funkcionalnog proteina SMN (Monani et al. 1999), §to ga ¢ini glavnim
priznatim genetickim modifikatorom fenotipa SMA 1 glavnom metom savremenih
terapeutskih pristupa zasnovanih na primeni antisens oligonukleotida sa ciljem povecanja
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ekspresije gena SMN2 i koli¢ine dobijenog proteina SMN. Medutim, uticaj funkcionalnog
gubitka gena SERF1A na pogorsanje fenotipa SMA zahteva dalja ispitivanja. SERF1A
predstavlja opsti regulator agregacije proteina, ali nije poznato da li ovakav proces lezi u
osnovu patologije SMA (van Ham et al. 2010). Takode, nije poznato da li funkcionalni
gubitak gena SERF1A moze biti delimi¢no nadoknaden prisustvom njegovog centromernog

paraloga SERF1B.

U izvesnom broju slucajeva uoCeno je da clanovi iste porodice, svi sa
homozigotnim odsustvom gena SMN1, istovetnim brojem kopija gena SMN2 i istim 5913
haplotipovima, mogu drasti¢no da se razlikuju po klinickom ispoljavanju bolesti, do toga
da pojedini ¢lanovi uops$te ne ispoljavaju simptome, a da drugi obolevaju od SMA tipa |
(Cobben et al. 1995; Hahnen et al. 1995; Wang et al. 1996). U ovom smislu narocito je
vazan pol jer je u najvecem broju pomenutih sluéajeva Zenski pol bio bez simptoma bolesti.
Neispoljavanje simptoma kod zenskih osoba koje geneti¢ki imaju SMA u odnosu na
njihove muske srodnike moze se objasniti povecanom ekspresijom gena plastin-3 (PLS3)
smestenog na hromozomu X (Oprea et al. 2008), koji usled postojanja dve kopije ispoljava
SVoj polno zavisni zatitni efekat. Pomenuti primeri ukazuju na postojanje dodatnih

genetickih, epigenetickih i sredinskih modifikatora fenotipa SMA.

Uocena ucestalost de novo mutacija u genu SMN1 od ~2% podudarna je sa ranijim
podacima iz literature (Wirth et al. 1997; Ogino et al. 2002) i moze da leZi u osnovi velike
ucestalosti nosilaca mutacije u opstoj populaciji. U sluc¢aju de novo mutacija, u paru dete-
roditelj najpre treba potvrditi biolosko roditeljstvo naznacenog roditelja nad detetom.
Dodatno, kod roditelja bolesnika sa naizgled de novo mutacijom treba uzeti u obzir i

moguce postojanje germinativnog mozaicizma (Campbell et al. 1998).

Dijagnostika SMA oteZana je postojanjem nosilaca koji poseduju dve kopije gena
SMN1, od kojih se obe nalaze na istom hromozomu. Ovakav genotip, oznacen kao 2/0,
prisutan je kod 2-9% zdravih osoba sa normalnim brojem kopija gena SMN1 (Ben-Shachar
et al. 2011). Usled toga, nijedna metoda za odredivanje broja kopija gena SMN1 nema

mogucénost razlikovanja ovakvih nosilaca i osoba koje takode poseduju dve kopije SMN1,

83



ali po jednu na svakom hromozomu. ldentifikacija nosilaca sa genotipom 2/0 u ovoj tezi
bila je moguca samo zahvaljuju¢i segregacionoj analizi koja je omogucila razlikovanje tri
nosioca 2/0 (2,46%) od roditelja bolesnika sa de novo mutacijom. U slufaju sumnje na
genotip 2/0 savetuje se geneticko testiranje roditelja date osobe, gde se oc¢ekuje da jedan od
roditelja poseduje jednu kopiju gena SMN1 (genotip 1/0), a drugi roditelj najmanje tri
kopije SMN1 (genotip 2/1) (Ben-Shachar et al. 2011).

U okviru ove doktoske teze analiziran je deo ostrvceta CG2 koji obuhvata ukupno 8
dinukleotida CpG, od kojih je jedno na poziciji -296 i poklapa se sa prvim mestom pocetka
transkripcije, gde je i uofena najveca statisticki znacajna razlika u stepenu metilacije
izmedu bolesnika sa SMA tipom | i SMA tipom Il (Hauke et al. 2009), a drugo na poziciji
-290, takode znacajno razliito metilovano izmedu ovih dveju grupa bolesnika.
Pirosekvenciranje kori§¢eno u originalnom istrazivanju omogucuje odredivanje stepena
metilacije svakog pojedina¢nog dinukleotida CpG u ispitivanoj sekvenci DNK, ali bez
mogucnosti Karakterizacije razli¢itih epialela koji mogu biti sadrzani u uzorku. Osim toga,
ovaj metod zahteva posedovanje specijalizovane i skupe opreme, usled ¢ega je jedan od
ciljeva ove teze bio testiranje metode HRM kao brzog, jeftinog i lakSe dostupnog nacina za
analizu stepena metilacije celog ispitivanog fragmenta. SloZenost krivih topljenja dobijenih
metodom HRM i nepouzdano tumacenje dobijenih rezultata ukazalo je na mogucu
heterogenu metilaciju analiziranih fragmenata 1 prisustvo veceg broja razli€itih epialela.
Pojam heterogene metilacije moze da znaci da su u ispitivanom delu sekvence DNK neki
od dinukleotida CpG metilovani, a drugi ne, ili, §to je mnogo ce$ce, da je jedan isti
dinukleotid CpG u pojedinim kopijama te sekvence DNK metilovan, a u drugim kopijama
iste sekvence nemetilovan. Sto je veéi broj CpG obuhvaéen parom prajmera, to ¢e i
verovatnoca heterogene metilacije, ali i broj mogucih epialela, biti veéi. Ispostavilo se da je
primena metode HRM u analizi stepena metilacije pogodna samo u slu¢ajevima kada je re¢
0 homogenoj metilaciji uzorka, ali ne i za heterogeno metilovane uzorke. Razlog za to je
nastanak razli¢itih kombinacija heterodupleksa koji se stvaraju izmedu komplementarnih
lanaca ¢ije se sekvence razlikuju na jednom ili nekoliko dinukleotida CpG. Zbog velike

razlike u obrascu i broju heterogeno metilovanih proizvoda i nize tacke topljenja
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heterodupleksa, rezultat koji se na ovaj nacin dobije moze se samo kvalitativno tumaciti.
Medutim, iako heterogenu metilaciju na ovaj na¢in nije moguce kvantifikovati, moguce ju
je prepoznati po slozenim krivama topljenja koje po svom izgledu odstupaju od Kkrivih
topljenja standarda i najc¢esce se odlikuju ve¢im brojem domena topljenja. Metoda HRM je
u ovakvim situacijama znacajna za odabir onih proizvoda PCR-a koji zahtevaju dodatnu

metodologiju u cilju odredivanja stepena metilacije na svakoj pojedina¢noj poziciji.

Analiza stepena metilacije promotorskog regiona SMN2 kod 10 bolesnika sa SMA
tipom | i kod 7 bolesnika sa SMA tipom Il metodom pirosekvenciranja (Hauke et al.
2009), i kod 35 SMA bolesnika iz kineske populacije svrstanih u sva tri deéija tipa i sa
trima kopijama gena SMN2 koris¢enjem platforme MassARRAY (Cao et al. 2016)
pokazala je da je ostrvce CG2 imalo srednji stepen metilacije, dok je ostrvce CG3 bilo
hipometilovano. Dinukleotidi CpG ispitivani u ovoj tezi smesteni su vrlo blizu 3'-kraja
ostrvceta CG2, a neposredno uzvodno od ostrvceta CG3, §to moze da objasni ne samo
heterogenu metilaciju, ve¢ 1 odsustvo potpuno metilovanih epialela, narocito na nizvodnim
dinukleotidima CpG koji su blizi hipometilovanom ostrvcetu CG3. Dodatno, odsustvo
razlika u obrascu metilacije izmedu dvaju analiziranih bolesnika zahteva proveru rezultata
na ve¢em uzorku, ali i proSirivanje ispitivanog regiona na sva Cetiri ostrvceta CpG, buduci
da je u studiji Cao et al. 2016 razlika u stepenu metilacije izmedu bolesnika sa SMA tipom
Il u odnosu na tipove | i Il bila uo¢ena na dinukleotidima CpG smestenim u ostrvcima
CG1 i CG4. Metoda izbora za ovu analizu bila bi ciljana analiza metilacije DNK metodom

sekvenciranja nove generacije.

Analiza uzro¢no-posledi¢nog odnosa izmedu stepena metilacije gena SMN2 i
funkcionalnosti prisutnih kopija kod SMA bolesnika moglo bi biti od znacaja za
unapredenje trenutnih terapeutskih pristupa koji su usmereni prevashodno na povecanje
ekspresije gena SMN2 ciljanjem utiSiva¢a splajsovanja nizvodno od egzona 7 i
podsticanjem ukljucivanja ovog egzona u zrelu iRNK. Kod bolesnika sa potencijalno
metilovanim genom SMN2 kombinatorna terapija, koja bi ukljucivala i demetilujuce
terapeutike, mogla bi povecati kvalitet Zivota obolelih. Kod SMA bolesnika tretiranih
terpaeuticima Kkoji uspostavljaju ispravan obrazac splajsovanja gena SMN2, potencijalne
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razlike u odgovoru na terapiju mogle bi biti posledica razlic¢ite funkcionalnosti kopija

SMNZ2 uzrokovane njihovom metilacijom.

Od svih SALS bolesnika obuhvacenih ovom doktorskom tezom, njih 12,42%
posedovalo je ili mutaciju p.Leul45Phe u genu SODL1 ili ekspanziju ponovljenog motiva
GGGGCC u genu C9orf72. Medutim, ucestalost mutacije p.Leul45Phe u SOD1 (6,54%)
bila je veca od ucestalosti mutacije u genu C9orf72 (5,88%), Sto je u skladu sa perethodno
objavljenim podacima u populaciji Srbije (Marjanovi¢ et al. 2017). Veca ucestalost
pomenute mutacije u odnosu na druge uzrocne mutacije SALS prijavljena je i u drugim
populacijama juzne Evrope, i najverovatnije predstavlja posledicu osnivacke mutacije
(Ferrera et al. 2003). Ucestalost mutacije u genu C90rf72 medu bolesnicima sa SALS iz
Srbije podudara se sa podacima iz literature (Majounie et al. 2012; Dekker et al. 2016). Sve
je vise studija koje pokazuju da u ALS porodicama bolest moze biti uzrokovana
varijantama u dvama ili vi$e gena uzro¢nika, ukazujuci na njenu oligogenu osnovu (Dekker
et al. 2016). U ovakvim situacijama podloznost nastanku bolesti moze zavisiti od jedne
(primarne) geneticke varijante, dok sekundarni lokus moze modifikovati vreme pocetka
bolesti i tezinu klini¢ke slike (Renton et al. 2013). U ovoj doktorskoj tezi ni kod jednog
bolesnika sa SALS nisu detektovane mutacije u obama ispitivanim genskim lokusima, $to
je u saglasnosti sa nedavno objavljenim rezultatima prema kojima je oligogena osnova ALS
uoc¢ena samo kod familijalnih slucajeva (Dekker et al. 2016). Medutim, familijalni slu¢ajevi
ALS mogu cCesto biti naizgled sporadi¢ni usled nepotpune penetrabilnosti ili malog broja
dostupnih ¢lanova porodice za analizu. lako podela ALS na familijalne i sporadi¢ne
slu¢ajeve na osnovu porodi¢ne istorije bolesti 1 danas Zivi, smatra se da je takva klinicka
klasifikacija veStacka 1 neprecizna, §to razliku izmedu familijalne 1 sporadi€ne ALS c¢ini
arbitrarnom (Andersen & Al-Chalabi 2011). U prilog ovome, kod ¢ak 10% bolesnika sa
naizgled sporadicnom ALS pronadene su mutacije u visoko rizicnim ALS genima (Turner
et al. 2013; Chio et al. 2014). Medu SALS bolesnicima iz ove teze kod kojih je detektovana
mutacija, bilo u genu SODL1 ili u genu C9orf72, rizican broj kopija gena SMN1, ta¢nije tri
kopije ovog gena, uocen je kod dva bolesnika, i to sa mutacijom p.Leul45Phe. Istovremeno

prisustvo visoko rizi¢ne varijante i dodatnih varijanti koje moduliSu podloZnost samoj
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bolesti prijavljeno je kod malog procenta bolesnika iz velike kohorte ALS (Dekker et al.
2016). Dalje analize sa ve¢im brojem klini¢ki veoma dobro definisanih bolesnika koji
imaju jednu visoko rizi¢nu varijantu i povecan broj kopija gena SMN1 poterbne su kako bi
se stekao uvid u doprinos gena SMN1 fenotipskoj varijabilnosti kod ovakvih ALS

bolesnika.

Nijedna od ranije sprovedenih studija koja je ispitivala asocijaciju broja kopija gena
smestenih u regionu 5q13.2 sa rizikom za pojavu SALS ili prezivljavanjem nije uzimala u
razmatranje broj kopija SERF1 i NAIP. Kao §to je ve¢ pomenuto, protein NAIP predstavlja
negativni regulator apoptoze motoneurona, usled ¢ega moze biti ukljuen u patologiju
karakteristiénu za bolesti motornog neurona. Jednim od ranijih istraZivanja bio je
obuhvacen 1 ovaj gen, ali usled metodoloskih ograni¢enja data studija nije mogla da
detektuje precizan broj kopija, ve¢ je jedino mogla da posvedoc¢i njegovo prisustvo ili, pak,
homozigotno odsustvo (Parboosingh et al. 1999). Zbog svoje bioloske uloge u ¢eliji kao
opsteg regulatora proteinske agregacije i toksi¢nosti i gen SERF1 zasluzuje paZznju kao
moguéi faktor rizika za nastanak i progresiju bolesti. lako u ovoj doktorskoj tezi nije
pokazana statisticki znacajna asocijacija izmedu broja kopija NAIP i SERF1 i rizika za
pojavu SALS niti prezivljavanja, studija iz 2018. godine (Kano et al. 2018) pokazala je da
je koli¢ina proteina NAIP kod bolesnika sa SALS na pocetku bolesti skoro upola manja u
poredenju sa zdravim kontrolama. Pomenuta studija pokazala je 1 da je veca koli¢ina
proteina NAIP bila asocirana sa sporijim smanjenjem zbira ALSFRS-R tokom vremena, §to
ukazuje na to da bi postepeno povecanje kolicine NAIP moglo doprineti usporenju
progresije bolesti. Ovi najnoviji rezultati, kao i uticaj broja kopija gena SERF1 na
fenotipsku varijabilnost SMA pokazan ovom doktorskom tezom, opravdavaju ispitivanje
uticaja ovih dvaju gena na patologiju SALS. U tu svrhu neophodno je sprovodenje dodatnih

studija na ve¢em uzorku i U razli¢itim populacijama.

Nepostojanje asocijacije izmedu broja kopija gena SMN1 i SMN2 i rizika za pojavu

SALS kod bolesnika iz Srbije u poredenju sa prethodnim razli¢itim rezultatima moZze biti
objasnjeno sa razlicitih gledista. Razlike u prepoznavanju i definisanju fenotipa ALS
izmedu studija mogu da prouzrokuju nepodudarne korelacije izmedu genotipa i fenotipa.
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Odabir metodoloskih pristupa i ograni¢enja koris¢enih metoda za odredivanje broja kopija
gena od interesa mogu biti uzrok nekompletnih, neponovljivih i nepodudarnih rezultata.
Dodatno, mala veli¢ina uzorka ili, pak, specifi¢nosti geneticke arhitekture populacija koje
su bile predmet istrazivanja takode mogu dovesti do pojave oprecnih rezultata (Corcia et al.
2012). Osim toga, studije geneticke asocijacije su specificne po rezultatima koji ¢esto nisu
ponovljivi (Li & Meyre 2013). Meta-analize koje su pokazale da je broj kopija SMN1
glavni faktor rizika za pojavu SALS pretezno su obuhvatile uzorke bolesnika iz zemalja
Zapadne Evrope (Blauw et al. 2012; Wang et al. 2014). Varijabilan obrazac distribucije
genskih varijanti uocen je kod mutacija u genima uzro¢nicima familijarnog oblika ALS:
mutacija p.D91A u genu SOD1 predominantna je u severnoj Svedskoj i Finskoj, a mutacija
p.L145F u zemljama istocnog Mediterana (Andersen et al. 1996; Corcia et al. 2011).
Mutacije u genu SOD1 retke su u Holandiji i Danskoj (Andersen 2006; van Es MA et al.
2010). Sve ovo ukazuje na to da su geneticki faktori rizika specificni za odredene
populacije i da se odnose samo na pojedine populacije. Ova doktorska teza pruza uvid u
geneticku strukturu segmentalne duplikacije 5q13.2 kod bolesnika sa SALS sa prostora
Balkana, o ¢emu ne postoje raniji podaci. U nedavno objavljenoj studiji gen SMNL1 ispitivan
je kao ALS rizican gen sa intermedijarnim efektom i njegova duplikacija bila je pokazana
kod veceg broja sporadi¢nih slucajeva (6,6%) u poredenju sa kontrolama (3,4%) (Dekker et
al. 2016). Znacajno je ista¢i da je u nasoj kontrolnoj grupi ucestalost nosilaca delecije gena
SMN1 bila dva puta veca od one koja se ocekuje prema podacima iz literature: 9/153 u
nasoj grupi u poredenju sa 1/35 iz literature (Cusin et al. 2003). Prema nasem saznanju, ovo
je prva studija u kojoj je zabelezena ovakva ucestalost heterozigotne delecije SMN1, §to
moze da objasni odsustvo asocijacije izmedu jedne kopije SMN1 i SALS u populaciji
Srbije.

Statisticki znaCajno duZe vreme preZivljavanja kod SALS bolesnika mladih od 60
godina u skladu je sa prethodnim literaturnim podacima (Chio et al. 2009). U osnovi ove
pojave moze da bude i smanjen broj motoneurona kod starijih bolesnika koji bi nadomestili

progresivno opadanje motorne funkcije (Czaplinski et al. 2006a).
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Procena funkcionalnog stanja bolesnika sa SALS pomocu skale ALSFRS-R
obuhvata procenu bulbarnih funkcija, finih i grubih motornih funkcija i1 respiratorne
funkcije. Zbog svoje sveobuhvatnosti, ova skala je naj¢esce koris¢ena u klinickoj praksi i
klini¢kim studijama, uprkos tome §to moze da proceni funkcionalni pad kod bolesnika tek
nakon S§to su oSteCenja postala vidljiva i merljiva. Zbir skale ALSFRS-R u trenutku
dijagnoze predstavlja vazan faktor za predvidanje vremena prezivljavanja bolesnika i
uocene su statisticki znaCajne razlike u vremenu prezivljavanja izmedu bolesnika sa ve¢im
zbirom skale ALSFRS-R u odnosu na one sa manjim zbirom (Kimura et al. 2006; Kollewe
et al. 2008; Chio et al. 2009; Wolf et al. 2014). Ovakav rezultat dobijen je i u ovoj
doktorskoj tezi gde se vreme prezivljavanja statisticki znacajno razlikovalo izmedu
bolesnika kod kojih je zbir skale ALSFRS-R bio ve¢i od medijane, tj. veci od 39, u odnosu

na bolesnike kod kojih je ukupan zbir bio <39.

NajceS¢i uzrok smrti bolesnika sa SALS je opadanje pluéne funkcije usled
slabljenja respiratornih misi¢a. Jedna od mera pluéne funkcije je FVC koji, za razliku od
skale ALSFRS-R, obuhvata iskljucivo procenu respiratorne funkcije, i to uzimajuci u obzir
samo snagu miSica aktivnih u toku udisaja. Ta¢nost merenja FVC veoma je zavisna od
saradljivosti bolesnika. Medutim, FVC zajedno sa zbirom skale ALSFRS-R, predstavlja
glavni prognosticki faktor vremena prezivljavanja bolesnika sa SALS. Najve¢i broj studija
koji je ispitivao respiratorni status pokazao je da je nizi FVC u trenutku dijagnoze asociran
sa kra¢im prezivljavanjem (Czaplinski et al. 2006a; Czaplinski et al. 2006b; Chio et al.
2009), sto je pokazano i log-rank testom u ovoj tezi poredenjem bolesnika sa vredno$céu

FVC <901 >90.

Rezultati log-rank testa pokazali su da statisticki znacajna razlika u vremenu
prezivljavanja postoji i izmedu bolesnika kod kojih je zbir skale MMSE <24 i >24. Zbir
skale MMSE manji od 24 ukazuje na prisustvo kognitivnog oste¢enja (Tombaugh 1992; Su
et al. 2014). lako je SALS bolest motoneurona, kognitivno oste¢enje kod bolesnika je
veoma Cest0 (Stojkovi¢ et al. 2016), Sto ukazuje na to da i druge grupe neurona bivaju

pogodene boles¢u kod bolesnika bez demencije, narocito neuroni duz talamusno-frontalne
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veze (Phukan et al. 2007). Veza izmedu kognitivne disfunkcije i pove¢ane stope smrtnosti

je posredna i posledica je opSteg pada zdravstvenog stanja tokom prirodnog toka bolesti.

Tok bolesti kod ALS je nazaustavljivo progresivan sa duzinom prose¢nog
prezivljavanja od oko 3 godine (Chio et al. 2009). Cak i nakon jednog i po veka od kada je
oboljenje prvi put opisano (Charcot & Joffroy 1869), iscrpna nauc¢na saznanja nisu bila
dovoljna da se defini$u jasni dijagnosticki i prognostic¢ki parametri ALS. U klinickoj praksi
i dalje ne postoje pouzdani algoritmi za predvidanje toka bolesti ili duzine prezivljavanja
obolelih. Dosadasnja prognoza toka bolesti zasnovana na vrednostima zbira skale
ALSFRS-R i FVC nije se pokazala pouzdanom u klini¢koj praksi budu¢i da do propadanja
motornih neurona dolazi znatno pre ispoljavanja prvih simptoma bolesti. Pridruzivanje
objektivno merljivih i vremenski nepromenljivih genetickih faktora klinickim faktorima

moglo bi da unapredi postojece algoritme i njihovu primenu u klinickoj praksi.

Koksova regresiona analiza razlikuje se od linearne regresije po tome $to ima dva
moguca ishoda, a od logisticke regresije po tome Sto analizira vreme do odigravanja
dogadaja od interesa i §to moze biti primenjena na vremenski zavisne promenljive i
cenzurisane podatke. Osnovni problem pri pravljenju Koksovog regresionog modela
predstavlja izbor promenljivih koje ¢e u¢i u pocetni model. Odabir promenljivih moze biti
zasnovan na statistickoj znacajnosti ili, pak, klini¢koj, kada u pocetni model mogu biti
uklju¢ene sve klini¢ki relevantne promenljive. Medutim, u mnogim radovima Koristi se
pristup prema kome u pocetni model bivaju ukljucene iskljuc¢ivo one promenljive koje su
bile statisti¢ki znacajne u univarijabilnoj Koksovoj regresionoj analizi, $to je primenjeno i u
ovoj doktorskoj tezi. Rezultati multivarijabilne Koksove regresione analize pokazali su da
broj kopija gena SMN1, zajedno sa zbirom skale ALSFRS-R u trenutku dijagnoze,
promenom zbira ALSFRS-R tokom vremena i dijagnosti¢ckim ka$njenjem, moze biti od
znaCaja za predvidanje prezivljavanja kod bolesnika sa SALS iz Srbije. Krive
prezivljavanja za broj kopija SMN1 izvedene iz Koksovog modela ukazuju na to da tri
kopije SMN1 dovode do povecanja stope smrtnosti u odnosu na samo jednu kopiju ovog
gena. Budu¢i da 5%-15% varijacija u broju kopija rezultuje smanjenom genskom
ekspresijom (Stranger et al. 2007; Semon & Wolfe 2007; Wang et al. 2012) jedno od
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mogucih objasnjenja je da duplikacija gena SMN1 dovodi do smanjenja ukupne Kkrajnje
koli¢ine proteina SMN. Medutim, ukoliko bi ova pretpostavka bila ispravna, o¢ekivalo bi
se da procenat heterozigotnih delecija SMN1 (jedna kopija) bude ili najées¢e zastupljen
genotip kod SALS, ili bar podjednako ucestala kao i tri kopije ovog gena. Drugo moguce
objasnjenje je da duplikacija gena SMN1 dovodi do suprotne pojave — do nastanka
povecane koli¢ine proteina SMN koja deluje toksi¢no na motorne neurone, usled cega
dolazi do njihovog odumiranja. Eksperimentalni dokazi koji bi potkrepili ovu pretpostavku
ne postoje. Prethodne studije su takode pokazale da broj kopija gena SMN moze uticati na
vreme 1 verovatnocu prezivljavanja. Na primer, u populacijama Holandije i Francuske
manji broj kopija SMN1 bio je asociran sa vecom stopom smrtnosti (Veldink et al. 2005;
Corcia et al. 2006). Dodatno, homozigotno odsustvo ili smanjen broj kopija gena SMN2 (<2
kopije) pokazao se kao negativan prognosticki faktor za prezivljavanje u holandskoj
populaciji (Veldink et al. 2001; Veldink et al. 2005). Medutim, u $vedskoj populaciji je
homozigotno odsustvo SMN2 identifikovano kao zastitni faktor (Corcia et al. 2012). Ovako
razli¢iti rezultati mogu ukazati na geneti¢ku specifi¢nost razli¢itih populacija i isticu
znacajnost sprovodenja studija geneticke asocijacije na Sto ve¢em broju razli¢itih
populacija. Sa druge strane opre¢ni rezultati mogu biti posledica relativno male veli¢ine
anliziranog uzorka po studiji. Iako ta¢an mehanizam uticaja povec¢anog broja kopija gena
SMN1 na skraéenje vremena prezivljavanja kod bolesnika sa SALS nije poznat,
interesantan je rezultat studije na zebricama prema kome je protein SMN vremenski
najpotrebniji u najranijim stadijumima razvica (Hao et al. 2013), dok je studija na miSevima
pokazala da je u adultnom centralnom nervnom sistemu potrebna umerena koli¢ina proteina

SMN, za razliku od miSeva u neonatalnoj fazi razvica (Sahashi et al. 2013).

Takode, prema dobijenom Koksovom modelu, nizi zbir skale ALSFRS-R u trenutku
dijagnoze i brzi pad zbira ALSFRS-R tokom vremena dovodi do povecanja stope smrtnosti,
Sto oslikava vece funkcionalno ostec¢enje na pocetku bolesti ili tokom prirodnog toka
bolesti. Dodatno, rezultati ove doktorske teze potvrduju veéi prognosticki znacaj
longitudinalnih podataka nego transverzalnih kada je u pitanju zbir ALSFRS-R i njegov

uticaj na prezivljavanje bolesnika sa SALS (Kimura et al. 2006).
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Neobicno je da iz krajnjeg Koksovog modela izostaje FVC, kao i njegova promena
kroz vreme, imaju¢i u vidu da je, zajedno sa zbirom ALSFRS-R i njegovom promenom
kroz vreme, ovaj klinicki parametar vrlo snaZan pokazatelj oSte¢enja uzrokovanih bolesc¢u,
a samim tim i jedan od znacajnih prognostickih faktora. Rezultati univarijabilne Koksove
regresione analize pokazali su da ovaj faktor ima jedan od vecih koeficijenata
determinacije, Sto je dodatan izazov za objasnjenje njegovog izostanka iz krajnjeg
Koksovog modela. Medutim, ovakav rezultat pre svega moze da se objasni ve¢ poznatim
nedostacima univarijabilne Koksove regresione analize, gde efekat jednog faktora moze biti
izmenjen postojanjem i delovanjem drugih faktora koje univarijabilna analiza ne uzima u
razmatranje. Sa klinicke tacke gledista, poznato je da vrednosti FVC i zbira ALSFRS-R
medusobno koreli$u, s tim §to skala ALSFRS-R obuhvata i ispituje $iri spektar funkcija, od
kojih je jedna i respiratorna. Moguce je da upravo zbog toga zbir skale ALSFRS-R ima
veéu prediktivnu mo¢ i znacaj. Uprkos ovome, ne treba zanemariti nezavisni uticaj FVC
kao prognostickog faktora za prezivljavanje kod SALS, narocito ne njegove promene kroz
vreme, ve¢, naprotiv, treba uzeti u razmatranje veéi broj faktora rizika bas zbog toga Sto

prisustvo dodatnih faktora menja uticaj ostalih promenljivih.

Ogranicenje dela teze koji se odnosi na SALS je relativno mala veli¢ina uzorka.
Medutim, ovo ogranicenje je vrlo ¢esto u studijama na retkim bolestima, kakva je ALS, gde
je povecanje veliine uzorka znacajno otezano malom veli¢inom ukupne populacije Srbije,
malom prevalencijom bolesti i njenim brzim smrtnim ishodom. U skladu sa navedenim,
izvodenje replikativne studije na ve¢em broju bolesnika iz Srbije je pozeljno kako bi se

proverila verodostojnost dobijenih rezultata.

Slozenost SALS ogleda se u izuzetno velikom broju do sada objavljenih studija 1
dostupnih literaturnih podataka, kao i rastu¢em broju razli¢itih i ¢esto oprecnih rezultata i
kampanja za sakupljanje novca za obolele 1 ogromnih svetskih napora da se deSifruju njena
geneticka osnova i patologija. Uprkos svemu ovome, i dalje ne postoje jasni dijagnosticki
ni prognosticki biomarkeri, kao ni efikasni terapisjki pristupi u lecenju bolesti. Rezultati
ove doktorske teze ukazuju na znacaj dobro klinicki definisanog uzorka bolesnika,
opisanog sa $to viSe klini¢kih, ali i geneti¢kih podataka, $to predstavlja temelj alternativnog
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pristupa u istrazivanjima o SALS u kom ¢e veéi broj rizi€nih faktora biti analiziran
udruzeno umesto pojedina¢no. Ovakav pristup mogao bi da omoguci konstruisanje
pouzdanih algoritama za postavljanje ranije i preciznije dijagnoze bolesti, predvidanje toka

bolesti i efikasnije klini¢ke studije.

U eri novih, geneticki dizajniranih terapija, koje su ve¢ odobrene za SMA, i velikog
broja neuspesnih klinickih studija i lekova ogranic¢enog terapeutskog potencijala kod ALS,
poznavanje uzrocnih, rizi¢nih i modifikujuc¢ih genetickih faktora u ovim bolestima od
presudnog je znacaja za razvoj i unapredenje ciljanih i blagovremenih terapija. Rezultati i
zaklju€ci ove teze ve¢ su doprineli unapredenju dijagnostickih procedura i genetickih
testova u Srbiji, a kao deo svetskog nau¢nog nasleda imaju za cilj da upotpune, ucvrste i
ugrade se u dosadasnje nalaze o ovim bolestima i tako doprinesu $to boljoj i brzoj primeni

u klini¢koj praksi.
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. Zakljudci

Identifikacija dvadeset alela medu 442 hromozoma razli¢itih prema zahvacenosti gena
SERF1A i NAIP i broju njihovih kopija, kao i prema tipu hromozomskog rearanzmana
(delecija ili genska konverzija), ukazali su na izuzetnu nestabilnost telomernog dela
regiona 5q13.2.

. Fizi¢ki veéi strukturni rearanzmani telomernog dela regiona 5q13.2 i homozigotna
delecija gena SMN1, SERF1A i NAIP prisutni su kod bolesnika sa SMA tipom I, dok
bolesnici sa SMA tipovima II i IIl imaju fizicki manje strukturne rearanZmane,

najmanje jednu kopiju gena SERF1A i NAIP i gensku konverziju SMN1 u SMN2.

Broj kopija gena SMN2, SERF1 i NAIP je statisti¢ki znacajno obrnuto srazmeran tipu

decije spinalne misi¢ne atrofije.

Minimalni generalizovani linearni model ukazao je na to da broj kopija gena SMN2 i
SERF1, kao i njihov udruzeni efekat, najbolje objasnjavaju fenotipsku varijabilnost

decije spinalne miSi¢ne atrofije.

Kod pojedinaénih bolesnika sa SMA tipom I, Il i 111 ostrvce CG2 promotorskog regiona
gena SMN2 odlikuje se metilacijom izuzetno visoke heterogenosti.

Metoda analize krivih topljenja visoke rezolucije nije pogodna metoda za analizu
metilacije ostrvceta CG2 promotorskog regiona gena SMN2 usled uocene heterogene
metilacije.

U analiziranoj grupi SALS bolesnika iz populacije Srbije nije pokazana statisticki
znacajna asocijacija izmedu broja kopija gena SMN1, SMN2, SERF1 i NAIP i rizika za
pojavu bolesti.

. Nizi zbir skale ALSFRS-R u trenutku dijagnoze bolesti, brzi pad funkcionalnosti
(AALSFRS) tokom trajanja bolesti, krace dijagnosticko kasnjenje i veéi broj kopija
gena SMNL1 asocirani su sa kra¢im prezivljavanjem bolesnika sa SALS iz Srbije.

Broj kopija gena SMN1 moze biti od Koristi za unapredenje algoritama za predvidanje

toka SALS budud¢i da je objektivno merljiv i vremenski nepromenljiv faktor koji utice

na prezivljavanje.
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8. Prilozi

8.1. Prilog 1 — Dozvola Eti¢kog odbora Klinike za neurologiju i psihijatriju za decu
i omladinu

KMHKA 3A HEYPONOTJY N NCUXUJATPUJY
3A [IELLY M OMNNADVRY, Beorpan, ap Cybotuha 6a
Bpoj: 1-9/2

[Jarym: 28.03.2016.

Ha ocHoBy 3akoHa 0 3apascTeHoj sawtutu (,Cn. rnachuk PC* 6p. 107/05, 72/09, 88/10 u
99/10), 3akoHa O M3MeHama ¥ fonyHama 3aKkoHa O 3hpaBcTBeHoj 3awTutk (,Cn. rmackuk PC* 6poj
57/11), unama 37. Ctatyta KnuHuke u unana 17. Mocnoshuka o pany Enukor onbopa Knukuke, a y
cknagy ca Hadenvma [oBpe KiuHWyKe npakce y KivHMYKOM vcnuTvsarsy (ICH GCP/ AKM) (‘Cn.
rnachuk PC*, 6p. 28/08), ETnukv ofbop KnuHuke 3a Heyponorujy 1 ncuxujaTpujy 3a Aey 1 OMNaavHy y
Beorpagy, y cactasy: npod. 4p cuv mes. Axeta MNakuh, npod. ap cuv mea. Beapana Munuh-Pavwuh,
npod. Ap cuv mep. Jaca Jawuvh, gp Jeneqa MnapeHosuh u ap Awa Menuh, Ha 60. pepoBHoj
ceaHuLyM oapxaHoj naxa 07.03.2016. roauHe, selnHoM rnacosa oA ykynHor bpoja unaxoa je Aao

CATNACHOCT

BpkywaHuH Munowy, avnn. Guonory, 3a u3paay AOKTOpCKe Tese nof Haauom: ‘MeHeTnuka
CTPYKTypa cermenTanHe Aynnukauvje 5q13.2 v meTunaupja npoMOTOpa reHa 3a Mpexusrbasarse
MoTOHeypoHa 2 (SMN2) Kao MopudvKkaTopy (eHoTUna CiuHanke muwuhHe atpodmje Aeuvjer Aoba’,
iju he excniepuMeHTanHy aeo 61Tv naseaeH y LIEHTpY 3a xyMaHy MonekynapHy reHeTuky Buonolukor
thakynteta YHuepauteta y beorpany.

TNaBHM CTpaxmBay je Munolw BpKyluaHyH, @ 0CTanu YnaHoBy UCTPaXMBaYKOr TUMa CY: Npog.
np Benpana Munuh-Pawwh, npodp. ap CrioBopaxka Topopoeuh, ap Awa Kocah, JosaH [Mewosuh,
npod. ap [.Casvh Masuhesuh u gp Bnagumup JosaHosuh.

OBO MCTPaXVBALE j€ MCKIbYUMBO HAYYHOT kapaKkTepa 1 Hema HUKaKBe HeraTBHe 3apaBcTeHe
MoCnEALE Mo UCTIUTaHIKe.

YyecHuUmM oBe CTyavje notnucyjy CarnacHoCT 3a reHeTUYKO TecTparse W VHdopmucanu
MPUCTaHaK 3a UCNUTaHKE, YYMe CBOJEBOLHO Aajy NPUCTaHaK Aa Ce y30pak HIX0Be nepudepHe Kpau
KOPUCTM Y 0BOj Hay4Hoj CTYAVjW. V13 ucTopuje GonecTv naumjenTa 6uhe y3eTi 0CHOBHY AeMorpadhcky 1
KNMHUYKW MOAALM O naumjeHTy. Tokom ucTpaxveatba buhe npeaysete CBe Mepe CUrypHOCTU U 3alTute
npasa W NWMYHUX NafiaTaka MCMUTaHMKa KO Y4ecTsyjy y uCTpaxuBatby, a NpUKynrbeHn noaaun u
pobvjern peayntatv kopucTUhe Ce UCKTbYUMBO Y UCTpaxWBaYKke CBPXE.

Uctpaxusarbe he 6uti cnposegeHo nop mewtopeteom npod. ap [A.Casuh Masuhesuh,
BaHp.npochecopa Bronowkor dakynteta Yhueepauteta y Beorpasy. Obyxsatuhe “100 nauvjexara
ofonenvx oA CnMHanHe muiuhHe atpoduje, AvjarHocTMkoBaHux y nepvopy oa 1998. roavHe fo
[iaHac, 0A Kojux je kux ~ 80 neyeHo y Knuxuuy 3a Heypororvjy v ncuxwjaTpujy 3a Aedy v OMnapuHy y
Beorpapy. Y 3aBucHOCTV 04 Tvna BoNecTy, Hekv Of NauvjeHaTa Cy UMank criocobHOCT camocTanHor
Xofatba (NauvjeHTy ca TUNOM 2), A0K 0CTanu Hicy (naumjeHTy ca Tunom 1).

Knvuvka 3a Heypororvjy W mcuxvjatpujy 3a fely W oMmnaguHy Hehe umati Hukakee
MatepujanHe TPOLLKOBE TOKOM CnpoBofjera UcTpaxmsatba.

MnaHupaHa ByxvHa UCTpaxvBatba je 3 roauHe.
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HakoH paamatpatba Monbe BpkywaHuH Munowa 1 npunoxexe AokymeHTauuje, ETuuku
opbop je BehuHOM rnacoBa oa ykynHor Gpoja 4naHoBa [a0 carmacHoCT 3a w3solfjerse
WCTpaxuBata, NoA HauBom: ‘leHeTdka CTPYKTYpa CermeHTanHe aynnukauvie 5913.2 v
MeTANaLMja MpoOMOTOpa feHa 3a MPeXWBrbaBare MOTOHeYypoHa 2 (SMN2) kao MopudmkaTopm
heHoTvna civHanke MuwuhHe atpoduie Aeumjer Aoba’.

Mpod. ap Beapaxa Munuh-Pawwvh, unax TuMa Huje rnacana.

[ocrasuth:
-MIMEHOBEHOM ;
-ETuikom opbopy;
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8.2. Prilog 2 — Dozvola Eti¢kog odbora Klinickog centra Srbije

KLINICKI CENTAR SRBIJE
ETICKI ODBOR

Broj: 339/4

Dana: 15.06.2017. godine
Beograd, Pasterova br. 2

Na osnovu odredaba Zakona o zdravstvenoj zastiti Republike Srbije ("SI. glasnik RS", br.
107/2005, 72/2009 - dr. zakon, 88/2010, 99/2010, 57/2011, 119/2012, 45/2013 - dr. zakon,
93/2014, 96/2015 i 106/2015), Zakona o lekovima i medicinskim sredstvima Republike Srbije
("Sl. glasnik RS", br. 30/2010 i 107/2012), Zakona o pravima pacijenata (,Sl. glasnik RS”, br.
45/13), Pravilnika o sadrZaju zahteva, odnosno dokumentacije za odobrenje klini¢kog ispitivanja
leka i medicinskog sredstva, kao i nacina sprovodenja klinickog ispitivanja leka i medicinskog
sredstva ("Sl. glasnik RS", br. 64/2011 i 91/2013), Poslovnika o radu Etickog odbora Klinickog
centra Srbije br. 3098/39 od 26.04.2012. god., postupajudi u skladu sa Nacelima dobre klini¢ke
prakse (GCP), Eticki odbor Klinickog centra Srbije u sastavu: Prof. dr Branislav Stefanovi¢ -
predsednik, Prof. dr Zoran Dzami¢ - zamenik predsednika, Prof. dr Sasa Kadija, Prof. dr Andrija
Bogdanovi¢, Doc. dr Vladan 2ivaljevié, Prof. dr Jelena Drulovi¢, Prof. dr Milo§ Zarkovié, Prof. dr
Violeta Mihailovi¢ — Vucini¢, Prof. dr Vesna Tomi¢ - Spiri¢, Prof. dr Dragan Simi¢ — lekari
specijalisti svi zaposleni u Klinickom centru Srbije i Prof. dr Dorde Dordevi¢ - dipl. pravnik,
zaposlen na Kriminalisticko - policijskoj akademiji u Zemunu, odluéujuéi o zahtevu Prof. dr
Zorice Stevi¢, na svojoj 21. sednici odrzanoj dana 15.06.2017. godine, doneo je slede¢u

ODLUKU

Odobrava se sprovodenje akademskog klinickog ispitivanja (studije) pod nazivom:“Geneticka
struktura segmentalne duplikacije 5q13.2 kao modifikator fenotipa bolesti motoneurona”.
Glavni istrazivac je Prof. dr Zorica Stevic.
Centri ili ustanove van KCS ukljuceni u ispitivanje: Centar za humanu molekularnu genetiku,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu.
IstraZivaci saradnici su Prof. dr Dusanka Savi¢ — Pavicevi¢ i Milo$ Brkusanin.
Clanovi istraivackog tima su: Dr Stojan Peri¢ i Dr Irena Jeftovi¢ Velkova.
Ispitivanje ¢e biti sprovedeno na Kilinici za neurologiju Klinickog centra Srbije.
Rezultati ovog ispitivanja bice koris¢eni za izradu doktorske disertacije Miloda Brkusanina.
Prilikom dono3enja odluke Eticki odbor je razmatrao slede¢u dokumentaciju:
- Saglasnost Direktora Klinike za neurologiju od 18.04.2017. godine,
- Protokol istrazivanja,
- Izjava Dekana Bioloskog fakulteta,
- Informacija za pacijenta i Obrazac informisanog pristanka
- Biografija glavnog istraZivaca.

ETICKOG ODBORA

G 2islav Stefanovi¢
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8.3. Prilog 3 — Strukture segmentalne duplikacije 5913.2

Legenda za tumacenje rekonstrukcija regiona 5q13.2 kod SMA bolesnika porodi¢nom segregacionom analizom:

- zdrava osoba muskog pola - - delecija naznacenog gena ili dela gena

|:| - genska konverzija gena SMN/ ili njegovog

. ‘ - osobe muskog i Zenskog pola sa naznacenog dela u gen SMN2
klinickim simptomima - - genska konverzija gena SMN2 ili njegovog
naznacenog dela u gen SMNI

. @ - osobe muskog i Zenskog pola koje - - duplikacija naznagenog gena ili dela

nose mutaciju u genu SMN/ gena sa brojem uocenih kopija

5q cen - centromerni deo segmentalne duplikacije 5q13.2

5q tel - telomerni deo segmentalne duplikacije 5q13.2
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8.3.1. Strukture segmentalne suplikacije 5913.2 kod bolesnika sa SMA tipom |
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8.3.2. Strukture segmentalne suplikacije 5q13.2 kod bolesnika sa SMA tipom 11
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— > —»% 87654321 — e BDFABE 78 e— w—
L L Il rrfr 1 < L I 1 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 @
87654321 123456 78
L [ [ JITTTTI Tl 1 < [
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—% ——» 87654321 4+ —» 123456 78
[(CIC JOTIIIIOL T > [ T [ ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
®
876 543 21 123456 78
L P Tt rrfr 1 < L TP PP eI r Il |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
— % ——> 87654321 «—— — > 123456 78 —— <+——
L [ L JITT T Trrfr 1 < L TP J1 ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876543 21 123456 78 l
L [ L JITTTTIT Tl 1 < L ITTTTTITTITIIrE J1 ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
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Bolesnik WH799

5q cen 5q tel
—» —> 876 543 21 +— — 123 456 78
L] L T T | > L1
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
LI [ JOITTIT7rIre 1 =< L I ] |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH841
5q cen 5q tel
——» —» 876 543 21 —— —» 123 456 78 ¢—— <——
LI L T rffr | < L Il Ild | | |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 @
876 543 21 123456 738
L1 [ JTOTTTTTT7TIE 1 =< [
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —> 876 543 21 «— —» 123 456 78
LT P I g | =< [ 1
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
B
876 543 21 123456 78
L] L JITTTTTTIIE 1 > L _TTTTTTTII L ] |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —> 876 543 21 «— —> 123 456 78 ¢+—— <+—
LI P T | < [ TP ] |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78 .
| < N IEENEEEER N |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2

WH842
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Bolesnik WHS850

5q cen 5q tel
_— 876 543 21 — —_— 123 456 78 ¢— €——mF
L TIITTITT]] | { ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 @
876 543 21 123 456 78
LI L T TTT Tl |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—> —» 876 543 21 «—— —» 123 456 78
L P ST TTT Il | |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
B
876 543 21 123456 78
LI P ST TTr Tl | L SO 11 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 — R 123 456 78 ¢—— <+——
LI L ITTTTTTTTIr 1 L _JTTTTTTTTI L T ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78 .
[ 1 L STl 11 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WHS857
5q cen 5q tel
—» —> 876 543 21 «—— —» 123 456 78
L1 | L JITTTTT Il | L1
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
LI P L ST TTTTTIr | L TPl J1 ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH909
5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 «— —» 123456 78
LI L ST TTTTITrr |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
LI L ST TTT Il | L TP 11 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
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Bolesnik WH924

5q cen 5q tel
—p» 876 543 21 ¢—m —» 123 456 78 4—
[HIEENENEEN RN > L _JITTTTTTITT
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123 456 78
LI L ST TTT Tl | < [

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 «— —> 123 456 78 +— <+—

LI L TP TTT Tl | < L1
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123 456 738
LI L _JITTTTTTTIL | < L TP J1

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 +— —> 123 456 78 ¢— <+—

LI P TP TTTTIIE | < L TEPPPPPPPIf J1 |

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

876 543 21 123456 738
| o TPl PriE | < JLTTTTTTTTT

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH931
5q cen 5q tel
—_—» —p 876 543 21 ¢—m P— 123 456 78 4¢—— <+——m 0

LI L TPl TIIE | < L TLIT Tl TT] | { |

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2

876 543 21 123456 738
LI 1L T TTTTIIIE 1 > L TP L J1 |

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—»r —» 876 543 21 «— — 123 456 738

LI L JTOTTTTTTIIE 1 P L TP I |

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

876 543 21 123456 738
LI L JOTTTTITTTIE 1 <
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2

WH926

-
i

WH924

WH927

WH932

*
:

WH931
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8.3.3. Strukture segmentalne suplikacije 5913.2 kod bolesnika sa SMA tipom I11

Bolesnik WH13
5q cen 5q tel
—» —> 876 543 21 «—— —>» 123 456 78 4
L [ L JITTTITTTITIT 1 P4 [ ||||l|||||| || |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF GTF2H2
7654321 ) o 123456 78
L I L JIT] [ 1] < [ Illllllllll || |
GTF2H2 NAIPW SMNZ SERF SERF GTF2H2
Bolesnik WH37
5q cen 5q tel
— 876 5 4 3 —> 123 456 78
L Il JLTT ] ||I| | < [ JIPTTTTTTI L T71 |
GTF2H2 NAIPW SMNZ SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21
L L T[T TITTTTI 0 1 < [ IIII |||-| |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF GTF2H2
Bolesnik WH54
5q cen 5q tel
—> 876 5 43 21 —» 123 456 78 4+— <+——
L Il IIII\ |||| | < [ TIPTTTTTTI T T71 |
GTF2H2 NAIPW SMNZ SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L | L JITTTTTTTI 1 < [ JIPTTTTTTIT T71 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WHS2
5q cen 5q tel
— —
—_— 876543214— — 123 456 78 ¢— <+———
LI II IIH( [ 1] < [ ITTTTTTTTI] [ |
GTF2H2 NAIPG SERF SERF SMINL NAIP GTran2 @
876 543 21 123456 78
[C I IO 1T X< [N
GTF2H2 NAIPW NZ SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—_— —> 876543214— — 123 456 78 —— <+—
LT 1 lllll [T 1 < CCTTTTTTI [ 11 |
GTF2H2 NAIPW SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
B
123456 78
[ I lIlIl ||I| | < [ 1T III| II
GTF2H2 AP NZ SERF SERF SMNZ GTF2H2
5q cen 5q tel
—> —> 876 543 21 — —> 123456 78 4+—— <+——
L | L _JITTTITTTTI 1 < [ JIPTTTTTTT T 11 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 23 456 78 l
<< [ 11 | [ [IT 111 | | [ |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 GTF2H2

WH84
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Bolesnik WH92

5q cen 5q tel
—_— — 876 543 21 ¢—— — 123456 78 —— +——
LI L TP IIlPrIE | < LTI PTPTidE I |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 @
876 543 21 123 456 738
LI P TP TTT Tl 1 < L TP |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
— —» 876543 21 «— —> 123 456 78 4+—— <+—
L1 L TP TIT T | =< L TP P PP I |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
@ ]
876 543 21 123 456 78
L L TP TTTIIIE 1 =< |  HEEEEEEEEEE B |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH108
5q cen 5q tel
— —» 876 543 21 «— — 123 456 738
LI L TP TITTIIE | < L TP PPPPRf |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
LI I L JLTTTTTTIIE | P4 L T[T TTPTPI[ 1 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH114
5q cen 5q tel
—» —> 876543 21 «—— —> 123 456 78 o <
L IR P L _T[TTTTTTTI L T |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

876 543 21

123 456 738
1 [ T JTITTITITTI01 1 > e T ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF

SMN2 NAIP GTF2H2
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Bolesnik WH207
5q cen

——» —» 876 543 21 —

5q tel

12345678 ¢—— «—— Wh208

N 1 I

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF

876 543 21

SERF SMINI NAIP GTF2H2 @
123456 78

[(C_TT_JIITIIITIIT ]

GTF2H2 NAI SMN2 RF

5q cen

—» —» 876 543 21 «—

SERF SMN1 NAIP GTF2H2

5q tel

—> 123 456 78

L P TP JTTPPPE | |

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2

@ ]
876 543 21 123456 78

L P L JLTTTTT TP E | L TP TRIL ]

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH275

5q cen 5q tel

—» —» 876 543 21 ¢— —_— 123 456 78 4¢—— <——mH 0
L P LTI TTTIIPE | L TLIT T E I ]

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF

876 543 21

SMINT NAIP GTF2H2 @
123456 78

PY SMN2 SEI

GTF2H2 NAI RF

SERF SMN2

NAIP GTF2H2

5q cen 5q tel

—> —> 876 543 21 «— —> 123 456 78 <
L N EIEEEEEEE | L T[T TTTTTII L T |

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

B
876 543 21 123456 78

LI P I rrdr |

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2

5q cen 5q tel

—» —» 876 543 21 «—

—» 123 456 78 ¢—— <+——

PY SEi

GTF2H2 NAI SMN2 RF

876 543 21

SERF SMN1 NAIP GTF2H2

123456 78 l

1 L LTI ITT] ]

GTF2H2 NAIPWY SMN2 RF

L _JTTTTTT Tl 17 |
SERF SMN1 NAIP GTF2H2
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Bolesnik WH276

5q cen 5q tel
——%» —» 876 543 21 ¢— —» 123456 78 ¢—— <4+—
LI [ JLPTTITTifE 1 L ITIIT T TIIE J1 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 @
876 543 21 123456 78
LI NN EEEE R L _JTOTTTTTTTI 1 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —>» 876 543 21 «— —> 123 456 78 4 <
LI [ JOPPPITTrfe 1 L _JTTTTTTTTI[ 1 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
@
876 543 21 123456 738
L1 | L T TTTITI 1 [
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen S5q tel

—» —>» 876 543 21 +—

—» 123 456 78 ¢—— <+——

L1 L I T TTIr | |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78 .
LI [ TP TTIIfr 1 L ILIT T TIIE T |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH311
5qcen S5q tel
—» —> 876543 21 «— —> 123 456 78 4 -
L1 Pt Jrrriirrrrr | L _JTTTTTTTTI J1 ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF
Bolesnik WH355
5qg cen

—» —> 876 543 21 «—

L _JTTTTTT L T |

SERF WP GTF2H2

5q tel

—> 123 456 78 o

WH355

i

—
LI [ TP PIrrrfe | L TPPTITPTTIL 1 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L1 L ST TIPIrIr | | I
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
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Bolesnik WH388
5q cen

—» —» 876 543 21 «—

5q tel

—> 123 456 78

L1 L JPTTTITIoIE |

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF

876 543 21

SERF SMN2 NAIP GTF2H2

i

WH388

123456 78

L _IOITTITTTIT 1]

X

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH389
5q cen 5q tel
— 876 543 21 «— — 23 45
L II PLLTTT LTI 1 < | IIIIIIIHII | | ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L L JOITTTTTIIL | < L _JTEPPTTTETT Il J1 ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH421
5q cen 5q tel
— 876 543 21 — —» 123 456 78 4¢—
L 1 IIIIII\III[ ] < [ JITTTTTTITTI II |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 .
876 543 21 1.2.3 456 7 8 O
L L TP TITTIIE | < L TP J1 ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 «— — 123 4 5 6 78 o <
L Pt JEPPTIT T 1 < | IIIII IIII | | |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF MN2 IAIP GTF2H2
| B
876 543 21 123 456 738
L IR < |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel

—» —» 876543 21 «—

—» 123 456 78 4+—— <4+——

L1 L TP TTT 0L 1

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF

876 543 2

SERF SMN1 NAIP GTF2H2

2345

L1 [ | IHI[HIIII |

78
[ IIHIIIHII | | |

GTF2H2 NAIPW SERF

SERF NAIP GTF2H2

WH422
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Bolesnik WH444

5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 4— — 123 456 78 <
L1 P JOrPTIr it | [ JTOTTTTTTTI [ J1 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L [ TLITTTT T E | |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH462
5q cen 5q tel
——» —» 876543 21 ¢—— —» 123456 78 ¢—— <«—
L [ L T[ITTTTTTIL | C JITTTTITTTT T |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L] [ 1 TPl iidif L TP PPy I |
GTF2H2 NAIPY SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel

—» —>» 876 543 21 «—

—> 123 456 78

L1 LTI

GTF2H2 NAI SMN2 SERF

876 543 21

|| B | ] | I

SERF NAIP GTF2H2

123456 78

(C_ T JTMTTTIITTTIE 1

GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF

5q cen

RF SMN2

SEI NAIP GTF2H2

5q tel

— > —— 87654321 +———
| |

——> 12345678 —— +—
[ 1]

LT | [ 11 [T | [ | i [ 1T ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L L JOTTIT T 1 LI irrr 1 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH486
5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 4¢— —» 123456 78 ¢—— <+——
L L JOTTTTTTT] | LTI ITTIT 101 | [ |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L RN L _TITTTTTTI L 1] |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—»r —>» 876 543 21 4— — 123 456 78 4+—— <4+—
L L JOPTTIT Tl 1 L TPl I |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

876 543 21

123456 78

L1 PL_ IO |

GTF2H2 NAI SMN2 SERF

SERF SMN1 NAIP GTF2H2

WH444

WH465

ol :

WH464

WH628

off

®
i

WH486
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Bolesnik WH541

Sq cen 5q tel
—» —p» 876 543 21 ¢—m—> —» 123 456 78 4—— 4+——
L P Il TTrTrlr | P4 L TLITTTTTIIE T ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 @
876 543 21 123456 738
LI P Il TTTTTil] | < L_TEPPTTP PPl T1
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —>» 876 543 21 «—— —» 123 456 78 &
LI L ST Tl | > L TP PRI J1 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
@
876 543 21 123456 78
LI P JrrrTirTrrr | < [
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 «— — 123 456 78 €¢—— <4+—
LI J L JITTTTTTTIL 1 < |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78 l
L P I TTTTrIr 1 < L _TLITTTTTIIE J1 ]
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH566
5q cen 5q tel
—» —>» 876 543 21 «— —» 123 456 78 <
LI P Tl Tir Tl =< L TEPPPPPPPIf I ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
L1 L Sl yiire | < L TP 11 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH604
5q cen 5q tel

—» —» 876 543 21 «—

— 123 456 738

L1 L JTTTTITTITIL 1 < L TP I |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 78
LI P Il rrgr | =< L |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
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Bolesnik WH605

5q cen 5q tel
—» —» 876 543 21 — — 1.2.3 456 78 <

L P L TP TITTrIE | < L TP J1 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

876 543 21 123456 78

L P L JLTTTTTTIIf | < 1 DR . | ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

Bolesnik WH609

5q cen 5q tel
— > ——» 87654321 —— — > 123456 78 ¢— 4—

L P L JLOITTTTTIIf | < LTI TTTTIIE T ]

GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMNT NAIP GTF2H2 @
876 543 21 12 3.456 78

I IO 1 < [ I CEEEEEEE T ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—_— — 876 543 21 «— — 123 456 738
I I I N I D~ [ TCLEDEErD S| ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
B
876543 21 123 456 78
I I I D~ I
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—_— — 876 543 21 «— R 123456 78 4¢— <4+—
I I D~ ¢ I
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2

76543 2 1,23 H
J L[]

8 1 456 78
LI L TP P rifE | > [ LI 11 |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMINT NAIP GTF2H2
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Bolesnik WH618

5q cen 5q tel
- » — 5 87654321 —m — » 123456 78 4—
LTI TTT T T |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 .
876 543 21 123456 78 Q
TP TIIE |
GTF2H2 NAIPW SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —> 876 543 21 «— E— 123 456 738
L | [ JT[TTTT] [ ] L1
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
@
876 543 21 123456 78
Ll L JLPTT]] L1 L TP |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—» —> 876 543 21 +— e 123456 78 +— <+——
L1 J L JT[ITTTTTIIE 1 L _JTOTTTTTI L T7 |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
876 543 21 123456 738 l
L] L ILITTTT T T |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2
Bolesnik WH629
5q cen 5q tel
——» —» 876 543 21 ¢— — 123 456 78 4—
LT L TP T[] [ 1 L _JOITTTTTITIL T1 ]
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN1 NAIP GTF2H2 .
876 543 21 123456 738 O
L L T[T TTT] L] L TP |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
—_— —> 876 543 21 «— — 123 456 78
L L JLTTT]] | L TEPPPPP Y[ |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
@
876 543 21 123456 738
L | [ T[T TTT] [ ] L TP TTPTPI[ T |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
5q cen 5q tel
_— —> 876 543 21 «— e 123456 78 ¢+—— <+——
L L ST TTTTIIE 1 L TEPPPPP PP I |
GTF2H2 NAIPY SMN2 SERF SERF SMN2 NAIP GTF2H2
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152



U3sjaBa o ayTopcTBY

Mme n npeanme aytopa Munow bpkyuiaHuH

Bbpoj nHaekca M3002/2011

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja noa HacrnosoM

,CTpyKkTYpa cerMeHTanHe aynnukaumje 5913.2 kao mogmdukatop deHoTMna chnuHanHe
MULiKhHe atpoduje n ammoTpodunyHe rnatepasnHe cknepose”

e pe3yntaTt CONCTBEHOr UCTpaKnBadkor paaa;

e [a aoucepTauumja y UENMHU HU Yy OernoBMMa Huje buna npeanoXeHa 3a crvuarse
Apyre gunnome npema CTyaujCKUM nporpaMuma  OpYyruxX  BUCOKOLLKOJSCKMX
yCTaHOBa;

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HMCaM KpluMO/fa ayTopcka npaBa W KOPUCTMO/NA MHTENEKTyarHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagay,




U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa Munow bpkyuiaHuH

Bbpoj nHaekca M3002/2011

Cryamjckn nporpam MonekynapHa 6uonoruvja

Hacrnos paga ,CTpykTypa cermeHTanHe gynnukauunje 5q13.2 kao moandumkatop deHoTumna
cnvHanHe muwnhHe aTpodumje u ammoTpodmyHe naTepanHe cknepose”

MeHTtop npod. ap Oyuwianka Casuh-lNaBuheBuh

MsjaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bep3vja MOr OOKTOPCKOr pada WUCTOBETHA EfEeKTPOHCKO)
BEP3MjKU KOjy cam npegao/na pagn noxpaweHa y [OurutanHoMm penosnTopujymy
YHuBep3uTteTa y beorpany.

[o3BorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHM Nogaum BesaHu 3a Jobujawe akageMcKor Hasusa
[AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe M npe3ume, roguHa u Mecto pohewa u gatym ogbpaHe

paga.

OBwu nu4HKM Nnogaum mory ce o6jaBuUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutande 6ubnuoreke, y
€neKTPOHCKOM KaTanory ny nybnukaumjama YHmeepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay,




UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepsuteTcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y [durutanHm
penosvtopmnjym YHuBepauteta y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBOM:

LCTpYKTYpa cerMeHTanHe aynnvkauuvje 5q13.2 kao moamdukaTop deHoTUna cnuHanHe
MULLKMhHe aTpoduje n ammoTpodunyHe naTepasnHe cknepose”

Koja je Moje ayTopcko aeno.

[ucepTaumjy ca cBMMm npunosumMa npegao cam y enekTpoHcKoMm copmaTty norogHom 3a
TpajHO apXxmMBUpa-e.

Mojy OOKTOpCKY ancepTtauujy noxpaweHy y [urntanHom penosntopujymy YHuMBepsuTeTa 'y
Beorpagy v oocTynHy y OTBOPEHOM NPUCTYNY MOry Aa KOPUCTE CBY KOju nowTyjy oapeabe
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a
KOjy caMm ce oany4uvo/na.

AyTopCTBo (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEkomepumjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUUjanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyxXute camo jegHy of WecCT NoHyheHnx nuueHuu.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHM 4EO0 OBe 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagay,




1. AytopcTBo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpMOYLMjy 1 jaBHO caoniTaBake gena, u
npepage, ako ce HaBede uMe aytopa Ha HadmH ogpefeH og cTpaHe ayTopa unu gaeaoua
nuueHue, Yak n y komepumjanHe capxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKkomepuujanHo. [lo3BosbaBate yMHOXaBake, ANCTPUOYLMjY N jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unuM gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOSbaBa KoMmepuwujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo — 6e3 npepapa. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahse,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwtaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe
[ernay CBOM Jery, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unm
AaBaoua nuueHue. OBa nuueHua He A403BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy
Ha CBe oOcTane nuueHLe, OBOM IWLEHLOM ce orpaHuyaBa Hajpehu o6um npasa
Kopuwhemna gena.

4. AyTOpCTBO — HeKoMepuujanHo — AenuTU nog UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe
YMHOXaBake, ANcTpnbyunjy 1 jaBHo caonwitaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HayuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa unv Aasaoua NuueHue M ako ce npepaja
anctpubympa nog UCTOM MMM CnuMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He [o03BOrbaBa
koMepuwmjanHy ynoTtpeby gena v npepaga.

5. AytopcTtBOo — 6e3 npepaga. [lo3BosbaBaTte yMHOXaBake, OUCTPUDYLM)y M jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y csom aeny,
aKo ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaunH oapeheH oa cTpaHe ayTopa unu gaBaoua NvueHLE.
OBa nuueHua go3BosbaBa kKoMepLmjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO — [OenuTu nop WMCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakse,
AMCTPUBYLMjy 1 jaBHO caoniiTaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HauMH oapefneH o cTpaHe ayTopa WUnu AaBaoua NUUEHLE U ako ce npepaaa aAucTpubyupa
nogd UCTOM UNM CNYHOM nuueHuom. OBa nuueHua [03BOrbaBa KomepuumjanHy ynoTpeby
fAena v npepaga. CnuyHa je codpTBEPCKMM NULIeHLIaMa, OAHOCHO NLieHLIaMa OTBOPEHOr
kopa.



