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1. Uvod

+ Z'— ...fe %" THeVelépment ofShe human brai.
Mitchell KJ, Curr Opin Neurobiol 2010:21:1

D]e8 E]i & TA}i 1]JA Vv}P epe3 A U § vi P}YA} (pvl J}V]E vi
oduvijek su intrigirali znanstvenike. Osnovnu mapaevoja ljudskog tijela pa tako i
vV UEIE TA}i <A I}P %}i v Jvl] P v 8el] 1 %o]e I}i] i %}ZE vi v
} o]lp P viu 1}i] i Psedovavilo }8] v]Z % E}A I ceo}l v]Z™ p 1
DNA (deoksiribonukleinska kiselina). Idttéd vi u « A v Zpu v}P P viu up3SAE
da samo oko 3% humanog genoma-Z9H000 gena) ima ulogu kodiranja informacija za

% E}S |V % E} <]u SE velE]% ]i ~% E % ]*]A viu p Po ev]
~% @E A} Vi u p %E}S Jv eU }luw SE p o]z B69viu v I} JE ip E
v o]Jljui 8E Vel E]%3}u ~ i 0}lp%v ZE » u upsJlu psAE v} i

JAi | SE velE]% ]i2).]KohdigAzirdne DNA molekule organizirane u kromatinske
V]8] % @E 3 Aoi iy |E}ugklma 46i(RZ payd22 para autosoma i jedan par
spolnih kromosoma).

d]i I}u u 1P v I eE ]“vi] T]A v] epe3 A 0}l viu %
E }EP v]i Jiellu Z]+8}P v SelJu % E} -]u Jv u]l I] « uli vi X ¢
prenatalnog razvoja i u prvim gdv u 1]JA}8 v 1}o]l} %opd % E}uli v] e3¢
funkcionalno ustrojstvo procesom razvojne reorganizacije. Svaka, pa i najmanja, promjena ili
} e8u% vi } P v el }ev}A 1 Vv}Eu ov v puE}E TA}i u}l }A «§]
[}v v] ] Ju 8] “]@&}poslj@dides koje se mjere od male promjene u morfologiji i
(pvl JIV]IE vipg TJA VIP epued3 A % } %}3% uVIRARYK J§Vi & lo] ]8]72
e Jv  Av} § Zv]l ]3E T1]A vi Jo }PE v] Aip] (I18}E pn }3
regulacije t (pvIl ]J}v]@E vi T]JA Vv}P epe3 A JAi | }¢§ Aoi i}*“ uv}P
%]5 Vi X E % E | p & IA}ip 8 Zv]l u}o lpyo Ev P v 8]l }ulPp ]
gena u regulaciji neurorazvoja i njegove organizacije, te uvid u njihovu ekspresiju na
kognitivnoj razini.

1.1 E PE}E TA}iv] %}E u i]

K“§ vi 1}i v 3 ip 8]i IJu @& T1A}i T]A Vv}P epe3 A U |}

v Ep“ v} v % E }A vi p i v}i ]Jo] A]* @& TA}iv]Z }Juv ~8i 0 ev
socijalna i emocionalna) dovodi do nastank W@E}E 1A}iv]Z %}E u i X d I} u}l i
V HE}E TA}iv] %}E u i] } uZA iy A o]lp PEP%pU lo]v] I
%}@E u i I}i | E 1§ E]I]JE }“8 vi E IA}i «E ]“vi P 1]JA Vv}P «
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smatraju neurorazvojnima ako se ]Spip 0 }i v I1}i } JU i 8]vieS8Ap Jo] & v}i

* }P l}u%0 lev}eS] ] S]}o}“l Z § E}P v}eS] %}E& u i] I}i] =« p @&
} }oi vi *3} e o ]i Pv}e3] JE oJ]U Vv v S u oip } i IS]AV]Z o }(
natem oipg | % 1 v]Z lo]v] 1]Z «Ju%3}u X v “vi u ]]v u lo <](]l |
A % E]iv S ]i Pv}ed] | eped AW ]i Pv}e3] 1] ] 8 8]3] |] %0 E]C
~ "De u E] Il %e]Z]i SE]i*l w EuP ] D pv ER} srpdnino <] (]I i
zdravstvenih problema (MKB) Svjetske zdravstvene organiza€ile FBema DSNV verziji

% }Po Aoi CcW}E u ] 1}i] e } ]V} %EA] %ous ]i Pv}ed] ]E ip p

}o e v ]i]™* } HZA JTlu p }+3 o}P D w3 @epnazides rdaBvojngi

%}E u i XiD<pue3 A uSAE v i686iX P} ]v JIE 118} i A]“ so}i v ]

HVUS E | § PYE]I We]Z] I] %}E u i] ] %}E u i] %}v “ vi I|}i
%<+]Z}0}“I}P & 1A}i v ol E}iv P@WR® X hiVu% GZPoEUWR E A
vol « W EAIJAv] E TA}iv] %}E u iJU }l s« PEPu% D v3 ov

/[ 1} » § Gulv v puE}E TA}iv } }oi vi p eopl v u ] ]vel lo -
nedavno s petim izdanjem DS&2013. godine, wSEn Vv}i 0]3 E SUE] %o}i u » A
P} Jv I1}E]*8] 1T PEU% M %}E u i I}iJu i Ti v] I} 8§ “I} }“8 wvi
L& vii i i}i }1]1 Yo v]ilX

1.1.1 Z TA}iv] Jv8 o I8y ov] %}E u i

Prilikom procijene neurorazvojnog statusa § § U p eop i AJu | %o}eS}ti U
EI1} u}Pp o )} 18] } *3pu% vi W }% u ]Jvs o ISp oviu ] % S]AVI}L
intelektualno funkcioniranje definirano je kvocijentom inteligencije (IQ) koji se mijeri
standardiziranim, individualno primjgf AJu § «3}AJu ]Jv$ o]P v ]i X /Y } 61 ] v]
U SCE ]*%} %o @E&}ei v]u JvS o ISy ov]u (pvl J}Vv]E vi uX % S]AV
% }i u I1}i] } nzA Ai “8]v <A I} v Av}P 1]1A}8 I} “8} ep 1Jupv]l ]
« JU T1]1A}S I} JHi Ove Ai “3]v U u%}3E Ii v]I]Z «E 3 AL
|  uel Ai “8]v U E U +0}}Vv} AE]JiuU Il E Aoi ] *]PuEvV}*sX

Z 1AYiv] Jvs o I8p ov] %}E u i ~Z/WV vPoX /v oo 3pu o ]
mentalnu retardaciju, a definira se @ u "D ] D< |} Je%} % E}ei v} ]JvsS o
(pvl J}v]E vi pl Iv iv }PE v] vi W viuvi Ali Ai “8]v <A
WE u AD lo «](]I 1i] }P& v] vi u}@E® ip ]8] %o E]epusSv % E]i i0
se intelektualno funkcioniran 8 “1} u}l %o }pul v} % @E} i v]8] % E]i AX P} ]
i i v} loipv]Zz IE]S E]i p JiUPM}Si] |Guoip Z/W P} Jv I}E]*S]
termin zaostajanje u razvoju (engl. Developmental delay/DD) (8). Prema razini intelektualnog
funkcioniranja RIP dijelimo na: blagi (IQ 6Gifi } % @E] o]iv} 61« WAQdoi5@5)y] ~ifi
§ “I] 2bido 358i*U p }I] ~]*%} 1i Jo] .U § Z/W v}E v 3§ I1]v
izmjeriti).



<}u v 1i lo]v] 11Z } Joi Ti U I} “Ene ardmalie ildizrortijps

UIPH H%pu JA 8] v *% J(] v <]v &}u U 1}i] » u}Pp (Jv]E §]
% E %o}lv 30i]A]1Z €& 1A}iv]Z v}iu o]i } v}iev} «]Ju%sS}u X E § 1
popratnih simptoma, RIP dijelimo na sindromski i nesindromékh cop i AJu | e nl V]
IY % E]eusdv *% J(] v JIu}E((Q v (Vv}8]%-el } Joi Ti U I}vP v]§ o
} E ] %}v “vi PYA}E]Ju} } ]v E}X-Bu ¥ d]ou }ZaYposEbive

§“11Z 1 W }]Ze }% V]E) i 8We3 Bd}B}i vi v HE}0}“I]ZU v PE)
| & ]J}A elpo Ev]Z § }“8 vi A] ] eopZ X h % @E AlopU v «]v E}
E Ipod 8}u 1 %o E]eudv}ied] *% ](] v]Z lo]v] 11Z *Ju%e3}u X D pus
suptilnih dizmorfijapE +3 Aoi ]I 1}JA i E | }P % E]*udv}P I}PV]SE]AV}P }“8
viev ] 8§ *“l} Al 0il]A X "Ju%3d}u] v I1]Z «]Jv E}u u}Pp 8§81} E ]3]
Jiviuv} & “I} Ji Pv}e&] JE &JU }eJu 1} ]Z + v % E}u §E +% ](]
Pv &el]Z %}E u i ~8eX

Wl}e3 Aoi vi J( & v ]i ov 1i Pv}l loig v} i 1T @& lpuli A vi
povezivanje fenotipskih karakteristika s kognitivnibevioralnim fenotipom. Prema
]*SE T]A vilu p }I} 8i19-}e}ulPpuzrw p} 18] €& IS E]-5]I pHS]es] v}
%o}V “ Vi ~% E]epudv}ied E +SE]IS]AV]ZU E % $]5]Av]Z ] 8 E }38]
aktivnosti) (10).

h 0]8 E SHE] %o}*8}i € 10]-18 %o]E]%B 0 Wo]E /W iA u d
]*3E T]A vi % E} i VIiHIiZA -19Z}W  %o}%opo ]i ~iieX s o]l A &
%% E} i vu %E}Iol ]I %EJui v & lo] ]8]Z ]i Pv}es] I]Z IE]S
§1lv }“8 viUs§ } JE pI}ElI v §uoip l}i]Z « AE“R% E} i v

i A }I i | vP}I} iA}i] p-lpgodina(l,7:it i JW i A}i] U

U psJu €& 1o]l g % E A o v ]Ji] g} viep v *%}o v]ep I JoiTv u |
31 P} Jv 1 Al* ~iieX > |}ajaviR]se70i] 1%/ “ B stdpijpva, te se

% E} i Vipi } &6 svindosoba s Riin (14 t 15).

1.1.2. W}E u ] HE]*3] VIP % ISCE

W EA 1]Av] E TA}iv] %}E u i]JU %}E u i] Ev i i }]U
(] 18}u ] SE ivl]u }“%3 vi]Ju p]%} EEp]pEAiIiVvS e} ]Ji ov v E
[Jupv]l ]Ji U & %}e3}i vi }PE v] Vv]ZU 3 E }8]%vVv]Z } E I
aktivnosti.

h & 0]]iX %E]l T v i loe<](]l 1i % EA IJAv]Z @VIiA}iv]Z %
MKBii ]i Pv}e3] IJu spe3 AJu X



li % EA 1]Av]Z E TA}iI\OSMBGINKBLO. i % E u

Tablical.<o <] (]I
W EA []JAv] E TA}iv] %}E u 1]

DSMIV MKB-10
Us]1+8] v] %} E u i i] 8]l u

Z $33}A % }E u | Rettov sindrom

IJvd PE 5]Av] %} E u Drugi dezintegrafAv] %}@& u i i $

% EP E}A %}E u Aspergerov sindrom

§]1%] v usli u

W EA 11Av] & TA}iv] 9

v}E v
~ploipg pHipg ] 8]%] v o o
W EA I]JAV] %}E u i & IA}I

EUP] % EA 1JAV] %} E u

WI}E u I Kt)\MaostEpovezan s mentalnom
retardacijom i stereotipnim pokretima

Je(puv!l Ji 1}i o %}i Aoipip p }
E SUE] pPA} ] %o}i u u8]e3] v]
] }Joi Tv]Zz A o]lJu } *3p%o Vil

« P 1}u%o0 lev}e&] }“8 vi ]
Jeu ¢+ 8]Z PYIV M % E I¢] ] 0]%

psihijatrijsk] Z %} & u i & v i }
Jvd & | ]i u U «} Ji ov}i IJupv]l 1i]1 ] Ju PJv ]i] &8 u}S}E] IJu Ai “3
“ [}E]SpeldraE u]v %o}

%5 E}8]%]i u ~id0eX h 0]3 E SUE] + v i
(end. Autism Spectrum Disorders ~ ¢ 1}i] i | % @E& A} ¢]v}v]u I  p8]e8] v] -
% E 3 Aoi % E}Z3}3]% | % EA IJAv & TA}iv %}E u i I1}i]
E TA}iv] %}E u iUVv}IE Vv] *% EP E}A %}E u iX

]5v } ]oASDa su:

fe JIE 113} %}E& u v Jo] }“8 v @& 1A}i <} ]i ov]Zz ]vs§ C
Jupv]l Ji ~}“8 vi E ]%E)} v]Z +} Jiov]z Jvd & I Ji U v A
v u}Pp v}ie3 E IA}i UT GET A vi ] & Tpuli A vi } vle o« AE“vV]
2) prisuSv}es E *SE]IS]AV]ZU E % $]3]Av]Z ] 8 €& }5]%vVv]Z u
aktivnosti;

ie e Ju%e3}u] 1 | “vi o}P ]Jo] %}@E& u Vv}P (puvl J}V]E vi u}E ip
E 1A}ip ~] 1} e v U}E ip H %}3%pv}y u v]( *S]E 8] p i i}i }

4



de }JPEVV] pIE} I pip lo]v] I] Iv  iv} } 8p% vi p Ep“SA v]uU
drugim svakodnevnim aktivnostima;

fe }“8 vi o v ulPp l}oi lo *](] 1E ]d11$vPg MEoi¢niuiE / W
c vV S U Oip *Sp%Vi }*E vi EPSA K|IZEDwpy]k JisNiZvip

E io] 1812} E 1 E % S]3]AVIP %}v “ vi ~i0eX
lako veliki dio djece s ASpu v u JTUYE(( v ( v}8]%el } Joi Ti v]§
medicinske probleme koji su povezani s prepoznatljivim genetskim ili genomskim

]v E}u]Ju U ~ udid (i) g&detskih i genomskih sindromaRIA}i] Ju ipg *% (] v
loJv] | *]Ju%S}tu U § ~]]e P v 8¢1]Z ] P vjjuelijZle]Jv]@E}uvrod/VE]i l}u
djetinjstva nejasna (18).

Z 10] 18} Spuu vi ] “]E vi ]i Pv}e3] |]dnuteE kiasifikacijskih % E}u i
sustava rezultirali su porastom u procjeni prevalencije-A%Dja iznosi 62/10000, a javlja se
0 %opS “ 1} i | u}viep v -20)A}i] ~ib

<1} ]i Pv}e3] 1] IE]S E]iU D< ] DU v uip %}*3 Aoi v
intelektualnog funkcioniranja kao kriterij dijagnosticiranja A&D tako procjena

Jvd 0 I8y ov}P 3 Spe i 838 v]i %}SE Vv 1 %}e3 Aoi vi ]i Pv}i
visokom intelektualnom funkcioniranju temeljena su na malom broju djece sa dijagnozo
Hd]lu U 8 ¢ }eu e« 3]Z P} ]v % E}“0}P <3}oi H*A A u E}i
I *8u%o0i v}e3 Jvd o I3y ov}P }“3 vi 1} ia (2223)]TaRw hijazi ~
% }e3 Alo] s S u 0i 1 % @E]ZA vi ]Jvi v]-omimil]e %9 %IE}? ¥}
Jvd o I8pu ov} (pvl J}v]E vi X D pdJuU 8] « E Ipos 8] A A]“
v e eu $E ] £ uv}PJu cop i AJu %}*8 Aoi vi cE& v ]i Pv
i §3 pu & lo] ]8Ju }uv u Jo} }e+3 dtrepnaintereniofau(@). %o
[ 1} « ~ 1} 1li Pv}ed] | |1 8 P}E]i pA} ] 81 v Av} ~TiiiX F

izdanjem DSMs % E]JEM V]I U p 0]8 & SPUE] « A  %}e0i Vvi]Z A e
1}JE]*3] | PEP% P % EA EI]JAv]Z E IAHWIZ %3ES3] v]i %}E pl

*% EP E}A %}E u i ] W EA IJAv] E TA}E). %}E u iU v } E

1.2. " v Sl }ev}A Z IA}iv}P Jv8 0 ISH OV}P %}E u i ] W}E u i
spektra

Z 1A}Yiv] ]Jvs o I8 ov] %}E u i Ju Il}u%iologijup}i] ¥ E}IP v
imati (i) genetsku,~]]* S liGip Jl}o]“vH %} o}PuX 28 v] ] }}ol“v] ( IS
i 0}JA 8] % @E v 8§ oviU % E]Jv 8 ov} 8§ % }e3v § ov}U u i Vvi]
infekcijama i teratogenima, traume te asfiksije. Genetsk@} o}P u}l % E 1} ~]-
IE}u}letuel]z E ]i 1}i @E Ipod8]E ip ] o velu p E}ip 1}1%]i
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genomskih regija; (i) epigenetskih promjena, dereguldaijrinting | %] } €& v]Z P v
ili genomskinh regija; (iii) disfunkcije pojedinih gehaip v]Z 1 @& 1A}i I}PVv]3]Av]Z (

E IpoS]E 8] %}E u viu I}PV]3]AvIu (pvl Ji}uX WIv | %e}e8}i] v
1}i] u}Pp i 0o}A 8] ]*3}AE u v}X 3§]}o}“l -dm engificirp speg 40« Z/W
019 eop i A X D ps]lagog BIPPKGji se javija7ii %o 3 “ } pui & Vv}IP ]

§ “I}PU %}iv 8 i S 1 p}l} 709 eop i A ~76eX ' v Sel] (IS}E] Vv 0O
O i A- B/W % E 35 Aoiip Al* } 019 *A]Z %}lv §]Z pIiE} X
procjenu odoprinosu pojedinih genetskih faktora u podlozi RlIfer studije variraju u

% E u SEJu |} “8} ep IE]S E]i =0l ]i }e} U E 0] 18}3] p ]
Aop Ji % JiviU & & Zv]IlJu u}Pp viedjlu ~} JE ] }e3u
citogev §¢1]1Z § Zv]l « ~16+X E i “ ] PRasustsispmijé Gi}dsatmarspojive s

% }e3v § ov]u ,iJA}&Iw%o0}] Ji y IE}u}elu ~18X <E}u}eluel E
U %}i Jv vl voll} g 8}/W} 31 A %%E 3 AoiacijuizZa Tv]ip Jv
analizu kromosoma.

WIE u  i] up&]e&] VIP % ISE Ju ip JIE 118} Z & E}P vpu &

genetske faktore, epigenetske modifikacije unutar genonfa psi i }l}o]v X s Tv}es
genetskog doprinosa razvoju ASD % }*S o i i ev %HBOtHl podina kada su
I Joi T Vv] % @EA] sop i A] pn3]*8] VIP %}E u i I} }e} <« IE}u}e]

EJi §11u «]v E}uju X ' v &e1] ( IE}E] 1}i] % E +& Aoiip~v iA ] ]
19« u}Pu 18] & 10] 18] ~} %o}idrofZpaPde gremij@nasiivpojedinim

lu E U u p8Ju v]s8]l i v} vil]Z v }-{UZAA]ZAJ6p}i-adh A
~fieX Au 8E %oles}i] Iv v} A PU Bel*&}eu}Api ~] A o]l] E
pojavijivanja ASD 1} & ] « o3 @& WPEZAS v } ]38 0i]X h 5 0}*3 %o}i
1} 1 ZA Vv]Z & ]+ <8 GIWEI}FS A}idfi v]Z ~ ]1]P}8v]Z. o]l v

1} u}v}Ii]P}8v]Z o]l v v -ifleXdTBV &} 13 viJAv]u ]3E T]A
§]}0}P]i p v iA uajedd)oko 80%) ostaje nepoznata. Danas se smatra da je ASD
[Ju% o0 le v upoS]( IS}E-l] %}E u iX

« }P A o]l  &]}o}“l Z & @}iPASDB] VIYINA o+ u}Pp T i v] |
P v &l JevlA & “I} u}l 1A v8](] 1€ 81X d}u %o Gk]bioydiletkih Jvi v]
genetskih varijanti nalazi i u podlozi RIF ASP X D p3JuU A A ] &E}i }3IE]
genetskih uzroka ASD |}i] ploipg pipg uviP P v Sel ] P viuel %}E& u i -
su genetske podloge ASDRIP A@Eo} 0] v X

Od kada je seA v oip «I}P P viu %}iv 8 U }SIE]JA v i 1 % vipi
P Vv 3el]Z %}E u i % }Am iABEdm. Ziakstvenoj zajednici dostupan je niz
| §$ o}P P vel]l]Z %}E& u i ] }*} ]Jv U p I}iJu i %} v} v Po “ v
JTu p P v s%@EIui v ] (v}8]%el 1¢% @E «]i X h v-uAengutl § o}Pp

Online Mendelian Inheritance in Man, McKusi#&thans Institute of Genetic Medicine,
Johns Hopkins University School of Medicine) nalazi se ukupno 22 358 zapisa genetskih



fenotipova, @ kojih 13% odgovara RIP(2 601*) i ASBU ~108ZZ« “3} % }SAE pi
]+§E T]JA vi P v &+ %} o}P Jipl §v}aAABBRL p &]}0}PJi] Z/W

*%E SCE P KD/D I % @E u loip vlu E]i JuW Z/W ~uvso E 3§ E
intellectual disabity). * % @& SE& P KD/D I % @& u loipg viu EJ]i Juw ~ -
spectrum disorder, autistic disorder)

1.2.1 Velike kromosomske aberacije

d uoi] Zpuyu v  13}P v 8]l % }*8 Aoi v] ep i6A0X P} Jv |

]%0}] v S v] } 46 klomjosoma. Ubrzo su citogenetske studije pokazale da se
Al1“ 1 Jo] uvil 1i o0]Z IE}u}e}u v oIl g %} o}l] } }oi vi X d I}
JISIEJA V % EA IE}uletuel E ]i M %} 0}I] %}iv 8]1Z lo]v] 1]1Z

da je Down sindromposljedica trisomije kromosoma 21. Iste je godine i nekoliko
abnormalnosti spolnih kromosoma bilo povezano sa sindromimaaRIRirner sindrom i

<o]v (08 E +]v E}lueX s o]l] eo]Ji ] ITE | p ]+83E T]A vip I1E)
aberacija postignutje rkA}i u 8 Zv]l % E PP vi -3pZ Bi}Hw &k 1}i ep JulPpu Jo
§} vp 1 v Al}euleo vp ] VvSE](]l lip <A 1}P %}i JviP IE}ul}elu }

% E}ui v pu E}ipg IElulelu U Al 1 Jo] u vil IE}u}e}u U % E 3
normalnog diploidnog bfi [E}u}e}u U I1}i 1 %o}eoi ] p pAJi |l Ju Z/W ]
fenotip.

lu%eo u vs ]i 8§ Zv]l % EUP vi [E}u}lelu ] VvV %E | v %} d

i66i8]1Z P} ]Jv }Ju}Pp Jo] ep ] vs8](]l Jip 11 & I8 &]1 Jip I 1} vpu
mikroskop&i vidljivin strukturnin  kromosomskih aberacija. Strukturne kromosomske
aberacije nastaju kao posljedica promjene u strukturi kromosoma, a mogu nastati de novo ili

18] v eo0]i v } i v}P } @&} ]85 oi U cu]J]E&v}iP”™ v}e]S oi IE}u}
StruktuEvV % E}ui v u}Ppu } pZzA 8] e u} i v IE}u}elu ~]vEE IE}u
}1 } Jluiv «Puvs A Jo] Al IE}u}elu ~]vs EIE}u}le}uel
e SEUISHE] IE}u}le}u u}l 18] ove]EV ]J]Vv o0vVe]E vV U }AJev}
imaju %o E}ui vp B E}ip 1} %]l E X o0vVve]EV *SEUISUEYV E ]
translokacije) ne uzrokuju promjene u broju kopija DNA, dok nebalansirane strukturne
aberacije (nebalansirane translokacije, delecije, duplikacije, te marker kromoszani)
posljedicu uvijek imaju promjenu u broju kopija DNA unutar genoma.

Standardna analiza kromosoma zasniva se na analizi metafaznih i prometafaznih kromosoma
obojenih bojom Giemsa (GTG englG-bands by Trypsin using Giemsap@ganije). Ovako

obojeni krou}e}u] %o }! 1 %vjetlije i tamnije pruge ovisno o strukturi i raspodijeli
kromatina.d uv} } }i v GE P]i IE}ule}lu p % E Alop » EI Z § E}IS}
viv ] 8Julv T u ]+ EI & o 3]Av} uo] E}i PVv X E % E}?

reP]li IE}u}lelu u % E AJop ep %} Ep i uvi I}v VvI]JE v}P IE}u
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citozin baze, te je transkripcijski aktivniftA 1] 1E}u}e}u Ju 3} v} } E Vv ] *% ]
HITE | % EuUP “8} Ju}Pu A pe%}E pn Z}ul}o}Pv]Z I@Kpule}u X .
analiza metafaznih kromosomapBuganjem na rezoluciji od 46800 pruga po haploidnom

P viupg }u}Pu A § 1 ]ip *SEUISUEV]Z -iTED W N ®v}vs] H]fA
potencijal Gpruganja na toj razini prema procjenama iznosi okb0% kod osoba sIRom.

Maksimalna rezolucija G E UP Vi %0}*3]T <« v 0]l}u % E}u § ( Iv]Z IE}
} o]l %o EUP vi % E +35 Aoi | E1}3]%]1 Jip Ale}l E l}op i
% E E *%} i 0 [E}u}e}tb MA (630800 pruga/haploidnom genomu) koje se
}SIE]A ip p +e4% ogabais RiBM. Citogenetski vidljive kromosomske aberacije,

prema danas dostupnim podatcima, otkrivaju kod® eop i A-a, idko bi taj postotak

u}P } 18] 1 ITv 8v} A 1 I} lo]v] Ip @gl v 2« Jiu}E(ijw ] v
intelektualnim funkcioniranjem (33).

1.2.2. Mikrodelecije i mikroduplikacije

lako su tehnike pruganja kromosoma i danas standardne metode citogenetske

v o]l U vi]Z}A @& 1}op ]i }AJe] Jeloip JAY } upilv] 1E}u}le}u ] u}
MKE}e1}% X D pu3JuU A o]l E}i lo]v] 11Z ( v}3]%}A pIE}IIIA v i
% E E *%} i 0 u ]0] % E E %} i o u I}i sp A o] Jviu u vi } i
pouzdano identificirati metodom G E P vi X "SEUISUEV [E}u}ehoml %o E}ui
uvi } ADU VvV %} }Jv Hi D %@E 3 Aoi ig g u]ll@E}el}%oel |
L eop ip uvill o ]Ji E <lAv]] u]lE} p%o]l Ji p cop ip A
sekvenci.

Razvoj tehnika fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) zapd IE i u i606i8]ZU
] %opvu lo]v] Ip ] Tv veS3A v % EJui vu p 1 v3]I(]l 1i1 1 % E ]iv
submikroskopskih kromosomskih preraspodjela u podloziaRIPASEa FISH tehnologija
dosegla posljednjin dvadeset godina. Razvojem FESZv]l | %} o i & ul}o lpo
13¥P v 8]1 1}i i V}Euv} %}A o u} E Ilop ]i ]8CE 1]1A vi IE}

Osnovni princip FISH tehnike je da se cilana sekvenca DNA (FISH proba)
(opu}E « v3v} } Joi 1] 8 Z] &]]11E Vv % E &kra@nasomivili 1}iJu
interfazne jezgre test uzorka/pacijenta. Sami preparati prije hibridizacije prolaze proces
umjetnog starenja, dehidracije i denaturacije, dok se FISH probe denaturiraju neposredno
prije hibridizacije na preparate. Nakon standardne hibridiga } i7 ¢ §] v 160 £ % E %o !
se peru i boje s fluorescentnom kontrastnom bojom DAPI radi vizualizacije kromosoma i
3 v] p]vd E(I]X &Oop}E ¢ v3v] ullE}el}% I1}E]*S] « 1 Allp o]
DNA vezanih za komplementarne DNA sekeckromosoma na preparatima. FISH tehnika
JulPp A S| ]lig ~]* 1E]%S] v]l]Z ] g u]llE}el}%oel]Z SEPI?
%o E E *%} i 0 U ~]]* % E}ui v E}i I1E}Mu}letu U ~]]]* u %]E



mehanizma nastanka kromosomske preraspodijele, iiil) mikroskopskih vidljivih
*SEUISPEV]Z %o} E u i |E 9P EwP U}i v]i ]Jo} u}lPp %0 (E
karakterizirati.

Z 1Ali v epu E 10118 u} 1(]! 1i 3}evIAv 8 Zv]l U }Alev} } ]I
13E]“S v]Z (o} EIEIU X &/ %% E} v ubPp @3S]ve] u vi] ]} IE}u}e
~0}lgue Jo] PV % ]J(] vV %E} U *u S olu v % E} U VSE}u E
A E Pli IE}u}e}u U %}i Jv IE I}A IE}u}elu Jo] % | ]i o IE]

S %} Sl}u i66i15]Z P} Jv &/~,«8 Avdllpv lodv] Ip %o EJui v |
identifikaciji poznatih sindroma RH tako i u otkrivanju novih. Napredak tehnika
ulo lpo Ev 13}P v ]I Ju}Pp ]} i % }A I]JA vi 0] v]Z ( v}3]%o
E ]%E} vl]u u]l&®} o ]i u ] u]l@E&prakerzatiju] navinUsirdroma. U
E}ivlu }oi %}iv 3Ju eop i AJu lo]v] I]Z <]Jv B}u U &/, *% (]
njihovo direktno, jednostavno i pouzdano testiranje.

E }ev}A] % }iv i el *u 3 0}u Ev E P]li IE}u}e}u }P 8
%} S1}u i06I5]Z %o}ed Aoi o Z]%}5 1 } ep |l &8 PYE]I] IE]%S] v]Z
podlozi RIRa. Jedan od prvih radova o nebalansiranim preraspodjelama subtelomera u

etiologijiRIP '} i Aoi v i88TX P} ]Jv % E o1 v o]ip akifmospmi o}u E vV
kod osoba s RIRu « Joi u }SIE]A vi |E]%3] v]Z E ]i ~10°U v} S
E 1A]Ji v % @EA] « 8§ &/™, opu 8§ o}u EV]Z % E} 1}i op }u}Pu Jo ]
et § o}u Ev]Z E P]i IE}ule}u ~ifieX W} pmil probd kd@shjih +p 3 0]
P} Jv }JulPp Jo ep Vi]Z}Ap “1E}MH % EJui Vv ~ideX >]8 E SuEV]
3% (29%) osoba s Ridn, uz normalni nalaz kariotipa-@o EuUP u U Ju [E&]%S] v a

subtelomernih regijg124)

Znatan napredak FISH tehdd?]i Ju}Pp v i ]38} } v]u I}E]“S vi u A]*
fluorokroma, tj. razvojem multikolor FISH tehnika (emgmulticolor FISH, mFISH), te

E 1A}i u JP]8 ov]Z <]*3 u ] *}(3A E | v o]lp o]l u ]8}P v
kvantifikaciju podataka. Prget proba za sva 24 humana kromosoma opisan je 1996. godine,
“$} i 1}u Jv Ji}u & 10o] 13]Z (opu}E}IE}u }u}lPp Jo} 18} } vy :

kromosoma (3738). Danas postoje brojne modifikacije osnovnog mFISH seta proba bilo
molekularnom modifika¢i}u * u]Z % E} 117o] '} A viu <% ]1(] vlZ &/*,
Vi “ U%}ISE oi A v]u u&/™, § Zv]l u «présol@tid@dDnultieclerPoX Z]P.
vV ]vPe 3 uoiv v (op}E * v3v} } Joi T v]u % E lo % ip Ju % E}
|E}u}lelu U & %ePis} W] v} 11 iv]E v}IP D *}(S3A E E Ipos]E iy
% E}(]o]u I[E}u}etu “§} Ju}Pu i A v8](]l ]ip %} t3 1 V \
Centromere*%o ](] upos3] }o}E &/, }u}Pp A 3} }vp | E 1§ E]I
I3JE]+3 ] « |A v erne $éklitne DNA kao probe; acrefMSH i acreenM-FISH
JulPp Ay | E 1§ E]1 Jip IE 3112 1E I}A ] vE§E}lu E | E}
(kromosomi 13, 14, 15, 21 i 22); subce&H (englt Subcentromerespecific multicolor
&/"™N,e 1 2% ](] vranuset]drpba koji detektira eukromatinske sekvence vrlo blizu
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VEE}IU E ~i6eX >}pe *% J(] VvV % E} p « IA vV E I}i =«
E lo] ]8]Z AIS}YE § + (Op}E « v3v} } Joi T A ipXx Ei “] A 18}
FISH proba sunujetni bakterijski kromosomi (BAC endlIBacterial artificial chromosome)

l}i] ik U}PH v}eS %o E}% P]E vi E (E B k. Razvoj Ipkus } idi
*% J(] v]Z &I, % E} 1} i pel} AT v pl %E}i I8 } E JA vi
humanog gaoma t sekvenciranje humanog genoma (The Human Genome Project) koji je
JUlPu 1} 8} vl U %]E vi E <« 1A v X 1A v }JA V. % E}% P]C
JA U %]E Vv ep v Pviu JAIT U S i }E Vv *% ](] v] o}lue %
Danas je dostupnaajmanje jedna BAG. /", % &} 1 A 1] « Pu vs8 P viu A o] ]
“8} i MIp% v} A]“ }-FiSH proba (40).

<1} i @& 1A} &/~, § zZv]l }u}Pu 1} ST ]ig sgp ullE}el}%oel].
E ]Ji $1} ¢ p «SEP vH 0]8 E 3pE ecisid )i mikrodiiplikadigkiE} o

e]v E}u] 1}i] Ju ipg *% J(1 v ( V}38]%el | & 18 E]*8]l & %}iv Sp
naglasi da su mikrodelecijski sindromi posljedica strukturne i funkcionalne monosomije
1 ZA  Vv}P |E}u}e}eul}P « Pu v3 pored safvadmikoielecijski sindromi
cueE v I]JA « Pu vs$ ov vV peluli ~dieX <} A v ullc
UlJlE&} p% o]l Jiel]Z <]v E}u lo]jv] | 0]l ¢]v EB}u %o}eo0i ] |
H% 0]l Ji A]“ epei v]Z P v U § p &puw siogrominfa]susjeRrihih peha
~ vPoX }v3]Pulus P v eCv E}u *+X h v IJu sop i AJu ( v}3]¢
%o0}te0i ] %}E& u 1 U ups Ji Jo] Pp ]Sl (pvl]i i v}P P v &
U}VIP vel]l]u %}E& u iJu ~ vPoX ¢]JvP0o P v Je}E E-*X

1.2.3. Promjene u pojedinimgenim&a u}v}P vel] %}E& u i]

Tradicionalno identifikacija pojedinih genskih regija koje su vezane za neurorazvojna
} Yoi vi T evl]A o « v | & I8 E&]l 1i] } 18 oi*l]Z eop i A v o]l}u
Linkage analysie & v 0]I] A P @&}i *%}E ] v]Z sop i A ]3}P v &
]3}P v Sel]Ju 8 Zv]l u X E 8 u oip }% 1 vi A o]l}P @alkoji} 18 oiel]
et M VvV IJu cop i AJu  Jo] v 8v} “ 1] eo]i ]o] *p u VA o}A } E
“1 «38]Z P} ]v % E}“0}P <3}oi %}ed Aoi v i I}v %3 %} I}i up
gena odgovorne za razvoj RIP

WE}Iui v pvps E <A [}P %}i Jv}P P v I}i eopl 1} v ES
% E}S$ Jv u}l Ju 8] }I Joiv %o heavisi Hako d prir&dilgame promjene tako i
o funkciji samog proteina. Oboljenja koja nastaju kao rezultat promjena pojedinih gena
v IJA u} u}v}P vel]lu } }oi viJu U | E 15§ EJIJE v sp lo ] v
v *0i JA vi uX K E I % }i Aoi]Aobolenjs} oyiBi o e(i] Zromosomskoj
o}l ]i] P v U 1}i u}l 18] u8}eluv ~P v e« v -veddnav(geruse}elupe ]
nalazi na X kromosomu); te (ii) da li je fenotip dominantan (promjena samo jedne kopije,
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jednog alela, gena dovoljna je za punudgpsku ekspresiju oboljenja) ili recesivan (puna
le% @E ]i ( v}3]% HAiI 8}JA Vv i % E]epdv}“ u A % E}uli viv o

Identifikacija novih gena odgovornih za autosomno dominatna oboljenjaaRIP

§ uoilo « v v ol]l] %}i ]v elJuo} Vou 1w %pue3 Avju u %] E
IE}u}etuel]z E ]i ¢ Joiu pSAE JA vi viuvi & P]i } P}A}
~IE]8] v & PJi U 8 v o]l}u upd 1i ]E ISv]ju < IA v ]E vi u
*%}E | V}IP v ¢]v E-hukdd® neZ pdstel mikroskopski vidljive kromosomske

E ]i U p%}sE ]Jeloip JA} &/~, § zZv]l u A o]l}i A ]Jv] <o}
}SIE]JA vi u §]}o}P]li X /8E TJA vi * % | pd}e}uvA v}Iu]Av]Z
odnose na velike obiteliske studije koje p@ A ip A o]l &}i 1 ZA v]Z o v}A
nekoliko generacija analizama vezanosti lokusa i homozigotnim mapiranjem.

Wliv 8} i Al* } ifi Pv v y IE}u}elupU 3§ v “8} Al* }
uS}tetuJu U Ti E ]i u}Pp pIE}IITA §] Z/"wperojatifjeyorajtE Jule}u
disproporcionalno puno gena koji reguliraju neurorazvoj, prema grubim procjenama
mutacije unutar 1400 gena na autosomima mogle bi biti odgovorne za razvaj RIP

1.24. %A 1 v] & 1A}iv] Jvs o I8u ov] %}E u i

Osnovni konceptdasu E ]i P v v y IE}u}lelup AT v Sa}o}“I] (I
%}e8 Aoi v i A i606i]Z P} ]Jv v 8 u oipg | % 1 vi i Z/IW v
URL“I}P *%}0 & }%]e A o]I}P @&E}i } ]38 0i*l]Z eop i~vAzad} 1}i]Z -
HIYE | v eanja.]RA | v] & 1A}iv] ]vs o I18u ov] %dihkEdumental~ vP o X
retardation t XLMR; Xinked intellectual disabilityt y>/ - (Jvl€&€ =« |} ZIW p ]
genetskog podlozi se nalaze, ili je vrlo vjerojatno da se nalaze aberacije gena na X
kromosomu.Xvezani RIP nalazi se u podlozi B9 HIu% Vv]Z sop-i B8 HBLWM}IP
spola. Projekt resekvenciranja X kromosoma otkrio je da se oko 4% svih gena nalazi upravo
v y IE}u}e}upX s o]l A Jv Pv e« y IE}u}e}u ploip v i p
%0 0 «Sii te}formiranje i sazrijevanje dendrita (42). Oko 40% svih gena s X kromosoma
visoko su eksprimirani u mozgu, posebno u hipokampusu, regiji koja je odgovorna za procese
M Vi ] % u vi ~0iX

E S uoipg lo]v] I-vezanil RIB dijeli se na sindromskinesindromski.
Nesindromski Xezani RIP (MRX, IDX) predstavlja skupinu gdje je kognitivni deficit jedina
% $}0}“l u v]( ¢85 ]i X AV E}@I/W y~DZy~ U [/ yre Ju % E § %0 E
% E % }lv $30i]A IE v]}( ]i ov] ]1IPo W v wEBEw]OVy*SPhea@m}ui“vvi U
usd Yol !l %}E u i I}i] e i Aoiipg puvi ]Jo] Al* }soi viu ] lo]
obrascu (4480+X Z 10o]l Jiu p 8]Z } o]l y>DZ %o}eSpu%V} %}e3 i u
mutacije u nekoliko gena identificirane u elgkupine.
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Mutacije/promjene u pojedinim genima mogu se utvrditi u oko 42% obiteljskih
eop i Ay AT-viPodsW W}iv 8} Al } i01 ¢]v Elusl]Z %}E u i
§ A o]l E}i} ]88 0iel]Z eop i A v e]v -&odikdj}iPie3b apiraridnaz / W
y [E}u}eluX Dps Ji H %E I} itiy AlTv]Z Pv } P}YAYEV p 1 A
oblka RIPU & 1 % @& I} id } ]85 0i*l]Z «op i Aa kujeedw r€gipnalhpP Z/W
mapirane na »kromosom. Na slici 1. prikazani su X vezani ggrudlozi RIR.

Slika 1aShematski prikaz gena u podlozifalf5eni u podlozi sindromskogvEzanog RHa.
Maodificirano prema Atlas of-Kinked Intellectual Disability Syndromes.

12



Slika 1bGeni u podlozi nesindromskogv¥zanog RHa. Modificiranoprema Atlas of Xinked
Intellectual Disability Syndromes.

1.2.5. Epigenetske promjenéderegulacija gena s imprintom

[¢%0 «]i P v i Jv ul I] % &} < I1}i] SCE i li o] T]JA}8U E
prostorno te ovisi 0 mnogo faktora. Transkriptom, koji predstavlja ekspresijski profil
Upo3]%o0]Z P v U JIE 118} i SIJAv} ]-48. Réduadja eksékije pehav ~d6
} Ali ¢ v v I}o]l} & I]v pvps & P viu “8} }ulPp A % }i V]
%}i Jv]u 3I1]AJu I}EP vju & IE} }E v AE uvel % E]} X
gena koja nastaje bez promjene u broju ili sljedu DNA nazivamoregigi®m promjenom.
Molekularne mehanizme koji dovode do epigenetskih promjena te diferencijalne ekspresije
Pv u}l u} %} ]Ji o]8] v. ~]* u 8Jo Jisl u} J(]! 1i U ~11* u} I1(]I
interferenciju t v I} 1E ip ZE § ~]Ae« Ijla®jeordmoddlifafa strukture
|IE}u S]v X h eop ip & Ppo Ji [¢% CE ]i P v % P v Sel]Ju u z
ull 18] v EGu* v ~]e E ]Jiu eul]Z Pv ¢ %]P v Sel]Ju u}
aberacijama gena koji kontroliraju epigenetske modifilgadg (iii) aberantnim epigenetskim
modifikacijama gena.

13



s Jv PvVv %% & %]epui } i P vel 1}%]i X D psSJuU %o}eS}i P
e le% EJu]E ip » u} » uilv Jo] } A IE}u}elu U “8} Iv ] i
Jv I3]A]E v Ius]j*jevfdiiomes poznat kao imprinting (engl. genomic imprinting).
Mehanizam inaktivacije u podlozi imprintinga je epigenetska modifikacija o0 *% ](] Vv
Jv IS]JA ]i u 8]Jo]E viu ]8}I]JvU &S1A]l s Pv]l]vol }]v}pu-elps
imaju *% ](] vih IE}u}etuelp o}l o]l Jip ] }IP 8] ep ' % E}A]Ju
%} 0]i Tp }A}u 3]%pu P vel @& Pupo ]i <A}isSA v i (upvl Jisl u}v
disomiju. Poznato je blizu 80 gena koji se diferencijalno eksprimiraju obzirom na jebditel
podrijetlo (49).

E Ppuo ]Ji P v ¢ Ju% E]v3lu o 1] u %} o}l] v]l v pE}IE 1A
V¢S S] |} %}eoi ] ~]e o ]i P v}iuel}P ¢« Pu vs I}i] « @E&I] P
uniparentne disomije te (iii) delecije ili mutacije centia imprinting. Uniparentna disomija
'} %} v } o]l [EG}u}leluel]Zz E ]i }iv A % E]eudv}es ]i o}P
kromosoma istog roditeljskog podrijetla u diploidnom kariotipu (heterodisomija i
11} J2}uli X <} %}E u i v § Gomlbsomi %uiparehinBg porijekla ali
uniparentnog tipa DNA metilacije.

%0 |P v Sel & Ppo ]i %}i Jv]Z P v ] P vel]Z elp%]v u u}
razvojem RIPX /8@ T]A vi 8§ 1} @& pl lpip v A Tv}ed %l}& v 8]1 p
Poznato jenekoliko regija (engl. epigenetic hotspots) koje nose gene s imprintom, a
povezane su s razvojem sindroma AS(3052).

1.2.6. Promjene u broju kopija gena

[ 1}y &/I~, § Zv]l }Ju}Pp Aip  § 1 Jip E ]i v 1Iv sv} A }
standardne karig ] %o ]1 ]i %o}*3}i }PE v] A ip] (IS8}E]X Dpos] }Jo}E &
i (Op}E * vSV]u *% ISE}u I}i P i u}lPp § I1S]E 8] ] & lo]
UJIE}1}%}uU & 11} &/™, 8§ Zv]l Yu}Pp A §1]ip AEo} u o]z
pogodnaz v o]l A o]I}P @E}i pIJE | X « AE“ §1}u % E}i 1§ « A v ]
P} Jv U ] & 1A}i u *}(]*8] 1€ v]Z 8 Zv]l wu}o lpo Ev ]8}P v §]lI
vrlo malih strukturnin promjena u broju kopija DNMA]“ | ]Jo] uerdl.ICopy Nutrer
Variation t CNV).
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1.2.6.1. Multiplex ligation dependent probe amplification MLPA

Noviji pristup u analizi genoma opisan 2002. godine predstavlja MLPA tehnika (engl.
Multiplex Ligation % v v3 W E} u%o](] 8]}ve 1i] ]l émenpu}Ppu A
IA v3](]!l lip } Al & lo] 18]Z E -60 Aukledtidhinogarpva tziminimalnu
1}o] Jvp E HI}EI ~71 vPe ~fiieX

"% ](] v}e¥ & Zv]l U I1]JE Vv v W Z u 3} ] ~%}odnglE Iv o0 \
Polymerase Chain Reaction), zasnivavse % E ]V % ud %o} 1}i up « puv T % E}
HIJEIPU v 8 «8v E X huv T vi % @&} Jeloip JA} }A]*] } % E]-
« A v E p MHIJEIpX "A | D>W % E} =« *3}i]« } A JioU “8
od interesa postoje dva dijela gioe. Jedan dio probe je kratki sintetizirani oligonukleotid

e e3 Aoiv} A JioX E i-IEip e« EI]1i v ]} «IlAv } ]v
% J(] e+ <uv o 4il]wplid }8] U v fi— IE ip » EI] (Ou}E » v
%} Sv] p Mpio }8] 1}i i 10 v] 1 <AJu D>W % @&} u X EuP]U
% E} WIS 10IVIE Vi i Vv 3} % H]E]A A1SIE A DSHE- 1}i] »
Y E v E SE]l Jiel ui %8 5 i JveS3A vV ce3pu(( Er e lAv X d |/
« «8Aoiv} SE] ioX E i- IEip » &I] EuP] ]}481A v }
vplo }8] U v fi— IE ip « EIT] 1Ju%o u vd EVE W Z %} Sv] p pl
i JVeSA V 1 A %E} U 1} o SE ] ]} %E)} -3700eRptda) EA o 1A

vol] Jlu pX ~A 1] uP] ]} D>W % E} % E} puls i E lo] ]8}P
CeSu(( E™ e 1A v u EI0]]8 pilv X E 0] ] 1TX *Z u 81l i % E]l I

Slika 2Shematski prikaz dizajna MLPA probe.

<lu Jv Jilu @lD]cesSu(( E~ « IA v ~@ 1o0] 1812 pi]v « ]
clAv )} JvE &+ u}Pp i E I0]I}A Vi %}i Jv]Z D>W % E} X |
% E} ~IE 3I1] 1} %oope pP] 1}e - viplo J8§ » ikE To]l}u p pi]v
69 nukle}3] Jlu p %E} X KA T A ]l iv % E} Ju}Pu A J<3}ACE u
Al D>W % &} X ~u} g sop ip | U} ]Ji o D>W % E} ~Z]
li o}u pilviu Z] E] JI]E o v [}u%o uvd Evp E p pI}EIp ~+A
suklu%o u v Ev] & «3v}i E U u}Pp i o]P ]i o]i A}P ] v}

termostabilnim enzimom (LigazéfieU “3} oi Ju}Pu A puv T vi D>W %o
njihovu kvantifikaciju.
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Slika 30snovni princip MLPA tehnike

"% (] v] 11 iv DPWulPiv A pl 1A v3](]l Jig % E}ui v E}i
fii & 10o] ]3]Z E < 1A v ] ] u 3]lo JiMLPA%EEE Y¢nol ] ®ethylaiorD »
specific MLPA) prati princip dizajna MLPA proba uz modifikaciju koja se odnosi na probe koje
se koriste za kw3]3 3]Av} } & JA vi u 8Jo ]i X dIA % E} . E
E «SE]I Jiel} ui *8} pvpd E Joi v e« A v “§} v I}v z] &1 11 i
istovremeno digestiju restrikcijskim enzimima osjetljivim na metilaciju (Hhal enzim).
Metilacija cioi v« IA v JvzZ] ]E i 0}A vi @& *3E]Il JisI}P vi]Ju “3}
D>W % @E} pl3}uU 3} i Joiv «IlA v I usdlo Jiel u} 1(11 1i 11
viJup “8} }v u}Pu A o]P Jigp ]i o}A D>W % E} ]nW Z uo]l
princip MSMLPA tehnike prikazan je na slici 4.
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Slika 4Osnovni princip MMLPA tehnike.

v}e3 Av}ed % EJui v D>W & Zv]l }u}Pp]o i vivu Elp
evaluaciji pacijenta s R i ASBom (550X }eSu%v ey 08 & Iou]s D>W
| § P}E]iI] v pE}E 1A}iv]Z %} w U AARKuo% X }jue 1}i « CE]
E 10] 18 1}ulv ]i %®&} & Ju}Pp A ip i v}ed Av} ] ]*%o0 S]A} -
pacijenata s RiBm i ASEbm (58).

iXTX0XTX ]0Af% kémparativna gnomska hibridizacija (aCGH)

01} VIA ] V% E | v %} Epip E ilop i §11]1i P v]
}JeSA &E v i pA} viu 3 Zv]l ]} 1%}A 1}i }ulPupu A lE]v]vP ]8
} viev} u vil «% ](] vlZ E <« A v ]X d Zpoya odhesrijcAarray}
komparativhe genomske hibridizacije (englarray Comparative Genomic Hybridization,

‘e %o}ed Aoi v i 666X P} Jv | epn }i Aoi v] %EA] & }A] }%
D EE]A E U I}i] JulPp pi 13Z] &] ]I mbke DNA } lobdsaine ONA
} JoiTv & lo] ]8]u (op}E « v3v} u} ]J(] 1E v]u vplo }8] Ju v <3
% E u SV}P «3 1 o I}i « @EI1] Ju} Jo]i]E v AEo} u-60). IA v E

Nakon sekvenciranja humanog genoma i napretkavtéh ]} 1% }A Ju}Pp v} i
11 iv]E vi ][%}A < }o]P}vplo }8] vilu « 1A v u 1 <I&E)Jv]vP 138
Ve o }e3u%v E 10] ]85 %o S(}EuU | § 1 ]ig *p%3]ov]Z ep
broja kopija DNA sekvenci znatno manje rezolucije 1ddb. Rezolucija ovisi o dizajnu
%0 $(}EU V %}i ]Jv %0 $(}EuU u}Pp e+ EIT A 3]} 81 §]-p }oi
}Ale]1 1 } $tu 0] *u % E} E lui “8v JoiviU ] } puZA ip
mikrodelecijskih/duplikacijskih sindroma (engl.&EP $§ EE C+U Jo] * A Ju } v}ev
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razmacima pokrivaju cijeli genom (engl. whole genomic array). U dizajniranju i proizvodnji
EE C ]%}A %}e3}i € 10] 18] %o E]eSu%]X : v } A} ]Z I}u¢
]%}A U PlJo vd d ZVv}o}Poil % Eq] ]3]Z %0 $(}EU] ~*"nuE WE]V
Microarray) za array analizu visoke rezolucije. Osnovni princip proizvodnje temelji se na in
situ sintezi oligonukleotida, gdje tehnologija bezkontaktnog inkjet SurePrint procesa tiskanja
Ju}Ppu AJvs Ip }o]P}vpulo}s] Ip %} Ip v 8 uoip ]P]S ov S
I v «lAv %E} X h%E& A} 1 }P § zZv]l ]JE ISv <]Jvs 1 }o]PHh
Sl o %}e3]T « ]lv]uv} A o]l Ppue3} % E} U § 1A] EE
oligonukl }3] v] 1% }A] A]le}l @& l}op ]Ji X

Osnovni princip tehnike bazira se na hibridizaciji cjelokupne genomske DNA na array

1}3i] « @EI1] Ju} Jo]JI]E v E %E} X+ EEC ', v ollpu P viuel
DNA) i kontrolna/referentna DNA prvo prolaze prec | u]iel ]Jo] u Z v] I (& Pu vS§ ]
d eSv ] I}vSCE}ov E %}3}u ¢ (opu}E& « v3v} }Joil u} (] ]E v

dUTP odnosno CyBUTP, te se kohibridizaju na array. Nakon hibridizacije pranjem-array
uklonjaju se nehibridizirani ostatci DN v |} v P +0]i ] ¢l VIE vi X "l v E A]
E lop JA vi } 17T u]lE}v U Joi 1] & Ilvp (Oop}E « v ]i 1 <A lp
Razina fluorescencije softverskim paketom za analizu prevodi se u logaritamsku vrijednost
~0}PTe “8} }u}Perenj broja kopija DNA u uzorku. Shematski prikaz array tehnike
prikazan je na slici 5.

Slika 5Shematski prikaz array tehnike.
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D}o lpo Ev | E]}8]1% ]l Ji %}l 1T o i A o]l] %13 v ]i 0 ] % E
analizi ljudskog genoma. Mnogi zm*3A v] E }A] %}SAE Jo] ep Jivluvu A T\
array CGH tehnike na uzorku pacijenta s&iP ASBom. Array tehnikom visoke rezolucije
[ «IE]v]vP ]i o}P P v}iu u}Pupu i pSAE ]3] 3]}o}P-BBuup Al“ }
uzorku pacijenata s IRom koji su imali normalne nalaze kariotipa visoke rezolucije i
et § o}u EV}IP «IE]V]VP X d I} & A o]l E}i *3p i %}SAE pi A
]+3E 1]A vip $]3oPdovezdnost CNYA « E TA}i u p3]e3] viBD).e% I3E
Uol8 & SUE] i }%]e v ] v]i *% ] (erigl. Custorh@esijded G ay) £a
}J}E v Pv ] elu%]v P v U 1}i] }u}P palinupkavaRtgrjzAaciju A= o }

73).

1.3. Novi mikrodelecijski i mikroduplikacijski sindromi

Revolucionav] %0 E]*Spu% ]*3SE T]A vi ]85 A}P oip *I}P P viu q
v I}o]l} I % }u} p ', § Zv]l JA Y } le%}v v ]i ov}P & *§
mikrodelecijskih i mikroduplikacijskih sindroma. Do 2000. godine bilo poznato dvadesetak
mikrodelecijskih sindroma i par mikroduplikacijskin sindroma. Smatra se da za svaki
UJlIE} o Jiel] ¢]v EB}u %}*S}i] & ]% E} v] ullE&} p% o]l Jiel]X WC
etiologije RIPAiASD S u 0i]} » Vv % E]*Spu% } Cc( V}IS]% %o E&uu P v}S]
] JE 1 % ]i vd ¢ 0] v]lu JIUu}E(] vlu ( v}8]%oellu | G 18 E]3]
i v]I1]Z P v}iusl]Z & P]i 4 %} o}i] }“8 wvi U § (JVIE vip v
UJIE} p% o]l Jiel]Z «]v E}lu X « A o]lp A ]vpa eticlbyijafe timl]Z } o]l
pristupom i dalje ostajala nepoznata. Nove sofisticirane tehnologije molekularne
13}P v §]I ~D>W ] e Ve u p3luU JulPu A ip Je3E T]A
pacijenata bez obzira na fenotipske karakteristike, a time i neuporedi@®ib (JV]E vi
VIA]Z lo]lv] 11Z v3]83 8 ] e]v E}lu IE} % E]*Su% -€3). P v}3]% %o C

E I}v 111iX P} ]Jv  @E}i vIA}}SIE]JA v]Z u]lE} o i o] ] u]lc
eksponencijalno rasti, a time i povezivanje submikroskopskih kromskith aberacija s
v}AJu lo]v] IJu ( v}8]%}AJu U &8 | CE I§ E]I ]Jip vIA]Z ul]lIE} o i
]v E}u X ¢« ZA oipip] EE C 8§ Zv] ] u E viv}i 0]8 & SPE] %}
66 U]lE} u% o]l 1i I}i ploip QiR ¥o0-IZ 16 FEli ~00X a]lE}l ¢
§ Zv]l Ale}l E Ilop ]i p ]*3E 11AVvAPD FWEIRD]Z2AN A u E}i
JSIE]JA v]Z «SEUISUEV]Z %o EIui v “8} o %}e v} ETA v EI}
publikacija.

RIP i ASD imajuv}P} 1 i v] 1]1Z }uv X d&] v ilv iv]i I}PVv]3]AV]
}Joi Ti A ~%}E u i l}upv]l ]i U e} Jiov] (1]158] *38 & }3]% V]
e M }E ViU *Sp%oViIiMH U}PU pn} ]S}orh} Odobbe s RIBAVW S} Ju i
stereotipne } E - %o}V “ vi il %o}v | JTE T vp ps} PE «]Av}ies |]
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1TE 1T v]i] 1} }e} o -@E]MuoI¥Iu ~606+X WIS “I} po1jupv]l Ti] S
JTE T v]i 1} }e} * S “l]Ju ]-om. Mjogi Bihdhomi RIP Ju ip B *S 0}eS
autizma kojaj Iv 3v} A } B S 0}eS] M }%o }i %o}%opo 1i]X [ 1} ZIW
Ali } A}iv i Pv}e3]l | 8§ PYE]iUTi vl (v}3]%-+l ] &]}o}
mogu se zanemariti.

Usprkos napretku i razvoju tehnika molekularne citogenetike herdvi v $]}o}P]Ji
RIRa, i ASP i}* HA]i | % E +3 Aoi A-PRIE IIfA/«§A M}I}AX W S}P v
V UE}E TA}iv]Z %}E u i < u} i io}u]lvy & Ii “vivUu eu $CE
%} o}P v o l] I} A o]I}P E}iA®SH (JiAMS]ZEIW]ip Vv]i ]Jo} ulPupu

odrediti uslijed nedostupnosti dovoljno osjetljivih metoda skrininga.

1}30}“1] u Z v]iu] u %} o}I] v uE}E TA}iv]Z } }oi vi i}* ep
% }lv 3JU u p3Ju } JPo v} i ZIW ] ~ u}Pu 18] %djicoi ] %
(pvl J}V]E ip p P}3}A} <AJu ]J}o}“l]Ju % E} <Ju U §} pl lpi
Jvd o 18y ov}P (pvl J}v]E vi } E T A }% v]dp Je(pvl Jip v pE}v

1.4. ]i Pv}e8] 1] %o}e3u% | A op ]iomdhASForms « Z/W

Genetski faktori nalaze spu v iA  u i op % }iv 3]-A ipr€Esthvijguy W
veliki broj svih poznatih uzroka A@DUpravo zbog toga genetska evaluacija ispitanika prvi je
IJE | u %}+3 Aoi vip 3]}o}“l  ]i Pv}l X W}iv A vi &]}o}Pli % }CE
i lo]v]HE]ev Jv(}Eu Ji 1 } 18 oi I}i ploig pipgW % Epl vi  Jv(
E]1] Ju %}v Aoi vi U S % E ( E]E v]u } o] Ju 8§ E %]i X WE u
loJv] | ]} 18 oiel v uviU(JI]I}P ]V pE}0}I}P % (@iP0O epuu *op
*% J(] v v o]l ~&/™, v o]l *% ](] vl1Z IE}ule}uel]Zz & P]i U &z
§ ¢S]E vi X D pSJuU pn eoOop i VvV *% ]J(] v ]o] viev lo]Jv] |l e«o
v o]l IE}u}e}u U T 8Ju p v P 8]Av]uveolll i*AJ@ oRUME ] u § }o] |
testiranje 8*X v iv % E}ui v P} Jo ep o p I vi]zZ v I}o]l} P} T

]i Pv}eS]l P v Sel]Z %}E u i X s }eSU%v}ieS u} Ev]Z S .
13}P v 8]1 pA o]l i % @E}uli viou pAIE|v}He&] | oPA@EUS Ji ]*%]3 V]
RIRom i ASB}uX d I} v e v I}v lo]v] |l ] } 1S oiel v uv i U (]JI] 3P °
% E Po M Ol i VvV iev lo]jv] |l eo]l ', %}*3 i %EAa Jv]]E

slici 6.prikazanje ]i P v }kisdlgoritam evaluacije ispitanika s RIA prema najnovijim
smjernicamat9).
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Slika 6. ]Ji Pv}*3] I] %o}e3pu% | A op ]iom% A$BomS (1)sukdpnivhomocistein,
acylcarnitine profil, aminokiseline i organskesdtine, mukopolisaharidi (glikozaminoglikani),
}o]P}e Z E] JU IE S]vU ] EuP]X ~ie EPP] HE} v] u s }o]I] %}C&E u
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2. Hipoteza

Hipoteza % E 0}1 V}P J+3@E T]A vi i kombingcie }8 ] yiiZ
metoda analize kromosomaGT G prugnja i najnovijin tehnika molekularne citogenetike
~D>W ] ',e %}A 3] *3}%o S1]i spu%S]ov]ddi@}wllgdurlZaW |E

ASD, dolaCGH analiza ispitanika s dijagnozom&aRiIASEa nepoznate etiologijeuz uredan
nalazGTG analizenol }SIE]3] V}IA I v] 8PV M %} o}i] v uE}E TA}iv]:

3. Ciljevi rada

Joi % @& o0}1 v}P ]est&ivhhjk novih genetskih uzroka u podloRIRa i
ASDa I}u ]Jv Ji}u lo ] v]Z u §} v o]l |E}ule}u stratkyijmnE P vi o
sp 1(] V}IP sIE]v]vP ~D>W v o]l « ] «IE]v]vP .]8 A}P P v}u ~

"% 1(] v] Joi A]w

a) UV % E& vi ]i Pv-hiRBEa 4 EWetlu napretka tehnologije u molekularnoj
citogenetici;

b) utvrditi prevalenciju kromosmskih aberacija detektiranih § Zv]Il u lo ] v
citogenetike (GTG pruganje) i tehnikama molekularne citogenetike (MLPA i;aCGH)

c) % &} i v D>W § Zv]l |} eIE]v]vP u §} L A op ]i] lo
novodefiniranih varijacija u broju kopijaE ~A]1“ | Jo] u vi | @&E}i) 1} %]i
povezanih s RIBm i ASBom;

d) precizna molekularna karakterizaciia} G ]A vi Apazicipv] U ET i P v
detektiranih kromosomskitaberacijas ciliem boljeg razumijevanja mehanizama u
podiozi}“s vi I}PV]3]Av]Z (pvl ]i V

e) otkrivanje novih gea kandidatau podlozi RIfa i ASEa “S} %o}e0i ] v} ju}Ppu 18]
definiranje v} A]Z Ikt fehotipova (novih sindroma).
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4. Materijali i metode

4.1. Ispitanici

h ]+3E T]JA vi i ploip v} plu% v} 166 J*% ]38 v]l X 8A J*%]3
(277 1+ %13 v]I 11 VEE | & Z ]o]8 Jip "8 v ] ] 606 ]*%]8 v]l ]I
Zagreb). 24 ispitanika s dijagnozom ASDz Centra za rehabilitaciju Edukacijsko
E Z ]o]8 Ji*l}P (Ilpod 8 U < Jv & 1 %}E u i ]lispiiadikes] v}IP
pribavljen je informirani pristanak roditelja/staratelja, i/ili predstavnika udruge roditelja, i/ili
E Av § 0i*3A V3 E X [+3CE T]JA vi i *% E}A Vv} % E u *AJu %oC

J0i }+]PUE 3] % E AJov} % EJANINI Wi »]PLIEV}-F3@ T]A vig &
}o} VIZ %) 81 Je%]8 V]l X + %}SE  ]3E TJA vi } <A I}P ]+
MI}JE ] A vel IEA] « P velu % E}S]A IPEP A vi U plp%v} i uo |
te 3 ml krvi s heparin antikoaguw3}u I JIE p IE $1}8E iv Ipo3SpE oju(} 18 .
]*%]8 V]I %o E]Ip%o0i v €& o A viv u ] ]vel }pu vs ]li v S u
e 0l ]Ji %@ u I}i}i g %oE&]Jui Vi Vi *% ]J(] v u s} X

4.2. Citogenetska analiza kromosoma

Citogenetska v o]i 3 v @& viu u 8} Ju | E]}8]% ]l 1i p Jvi v i
ispitanika s indikacijma abje grupe (RIP i ASD grupa).

Standardna metoda Kariotipizacije temelji se na analizi preparata metafaznih i
prometafaznih kromosoma dobivenih iz kratkotrajnegta v. I[HoSUE o]Ju(} ]S % E]( C
stimuliranih na diobu u kulturi in vitro.

4.2.1. Kratkotrajna kultura stanica periferne krvi

U sterilnim uvjetima na sobnoj temperaturi 0,5 ml venske heparinizirane krvi dodaje
se u 5 ml hranjivog medija (Lymphoome, SFM for growth of Lymphocytes, For
< EC}3C%]VPU >}vli «X hi}E ] « JvIp JE ig p %} Vv]u % EPA § |
cm® za rast limfocita (Cell Culture Tubes, Nunc). Vrijeme inkubacije je 72 sata (vrijeme
Jvip ]i u}l A E]®E65pS}eUd6 § u% E SUE Jvip ]i T6E£ X E I}v

I[HOSHUEWU - } i 1Ui uo l}o u] ~ }o u] <}opsS]}v ii RPluoU ~
}S} %]V S] 1i CE}u] ~hoSE WuEE SZ] Jpu E}u] il uP(uoU /\
daljnjih 90 minuta. Nakon inibacije kultura se centrifugira 5 min na 1800 rpm, supenatant
e 11 i V E *pue% v ]JE v] $0}P } i « il uo %E& 82} v} 1 P
otopine kalijevog kloridat KCI (KaryoMAX Potassium Chloride Solution, Gibco). Inkubacija
kulture s hipottv] viu }8}% ]viu SCE& i 11 u]Jvps v T0£ U § =« v I}v S}

E «Zo Vv ~38E£ + }3}%]v (]l* 8]A ~Po Jiov } 8v I]e o]lv W 60
kiselina (99100 %) Kemika; Metanol, apsolutni (> 99.0 %) Kemika). Suspenzija se ceatrifugir
il ulv v Al PX K ¢SE Vv] ¢ *u% E&vVv S vS8 § ¢ v E *pue% v |E V]
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E *Zo VIP (]l *3]A X “pe% vI]i * 3 Vv] %}v}A} VSE](UP]E |

SE] Jiui v (J1* 8]A ope% Vvi]i * }+3iBO "WiEUFE)} pe% vili -
VEE](UP]E i u]Jv v idil E%UX "u% Ev & vd « % loi]A} } A}i

A o]]v]l] 80}P } i ¢« }iuo cAil %E]%E uoi v }3}%]v E *Zc

4.2.2. Priprema preparata za-ruganje

Napr u Sv S 1| o ~D] E}e }% 0] °* "pu%o E(E}*SU ps P .
0f *3]0]E v}i A} JAhil Meov ]38 Tispe% vil]i oJu(} 18 ] i v }
cAi T % E]% E uoi VIP (]Jle 3]JA ~08£ X WE u %}3E €ene%o E % E
lu% 0i] E ] %o}*8]1 vi }oi P E *% E"“ vi u 3 (1v]ZI% E}u § ( Iv
Genome Res. 2002;988):13646.). Predmetna stakalca se potom ostave 24 sata u
§ Eu}+S Syu PE]i viuv 0OIf X

4.2.3. Metoda Gpruganja kromosoma i analiza citogerskih preparata

WE % €& S§] }Zo vVv] } e} v S u% E SHE HE&E vi ig « p 1UTA
(Trypsin 250, Difco; PBS pufera, GIBCO) u trajanjul&ds&kundi. Nakon toga slijedi kratko
ispiranje u PBS puferu, te potom u fosfatnom puferu pH 6,88r(Buffer Tablets, GIBCO).
Preparati se boje-80 min u 0,03 % otopini Giemsa/fosfatni pufer (Giemsa Stain, Modified,
AMPu ] Pv}e3] e ] J*%]EN U *3]0]E v}i A} ]X E I}v ep“ vi v o}

su spremni za analizu pod svjetlosnim mikip%eJuX « v o]l i 1}E]“S v « ]I A]
imaging mikroskop te softverski program CytoVison 4.02, Applied Imaging. Na 20x/0,50

poA  vipg SE T + 0]i %} E *%E“ v u 3 (1T U 18lu-s v iiiZEli
voll X A1l us (1l « JP]%5 ov} I ]oi bpftyerskog proGEaméeo Na} u

slici 7X % EJl 1 v i pHE v up“l] ] T vel] | E]}8]% -plughhjav 'd' § z
kromosoma.
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SlikaZWE]l 1 3 v €& v}P 1T vel}P d0Uyy ~P}EVi +0]l « ] up“l}P
(donja slika) kariotipa
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4.3. Izolacija genomske DNA

Kod svih ispitanika (RIP i ASD grupa) zeepe MLPA,u S]o Jiel} *% ]J(] v D>W
arrayCGH analize, gemska DNA izolirana je modificiranom metodom isoljavanja
upotrebom komercijalnog kita (Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen). Uzorci krvi uzeti na
EDTA antikoagulans smrznuti su fi€ v v [}o]l} V. ~u l*Ju ov} 0O vV e %
izolacije DNA. Pri sobnojrgeraturi odmrznuti uzorci periferne krvi od 3 ml prebacuju se u
epruvete od 15 ml (BD Falcon Centrifuge Tubes, BD Biosciences) te se dodaje 9 ml otopine za

lizu eritrocita (RBC Lysis Solutigh)r ET i % EPA § % E}uli “ ¢ }IE § vi u §
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uzorak se centrifugira 20 sekundi na 13 000

tio 111 £ P & ] $§ 0}l vi ]io]Z IEAV]Z 5§ Vv] X "u% EvV § v§ -
iznad talogal}i] » €& spe% v JE v A] & Jiel}i u]li “ 0] ] % E] v iA }i
*3v] EIPE pipep } Aviuiuo }3}%]v 1 o]ip «8v] ~ o0 >
iUl Ro % E}3 Jvil < ~-WHE Pv WE}S Jv e <UIWUR Veol]i %o\E Ju
v iA }i Eiv]eilipv X ]« }]Jo A 13o] Jv E ul}Pp i ]Jvip ]
V T0£ % E I} v} ]X 28 v] viu o]l 8u } i « iUA Ro }8}%]v ZE -«
v T0E IE} id ulvU Ju < plo vior ijkubaocije Zrijesa € Brzo ohladi

Vv 0 pU & ¢ pu Zo VM }83}%]vp } i i uo }8}%]Jv I & o}l vi

WE ]%]% 8]}v ~Jops]lveX hlo vi vi % E}3 Jv }o I1“ v} i uli “ vi
uli “ o] p % E&] v iA }i EI]yy TiP laov]ijUlv VEE](UP]E vi @ u]vps

£ P ] }“0} } § 0}l vi %E}S Jv X "u% Ev § vs 1}i] « 1] E }
od 15 ml u kojoj se nalazi 3 ml hladnog izoprpoanotd(ZE } %o v}oU H o-aNMricA)U ~]Pu
Epruveta se oprezno okre v 1}o]l} %opuS ] © %}e%i “Jo} (JEU]J]E vi A]
E X WE]lu%oi vi ]i}o]E v E }Ju}Pp v} i VSE](PLP]E vi u i
vidljiva u obliku malog bijelog taloga na dnu epruvete). Supernatant se odlije te se DNA
ispere s3uo 619 § v}o ~ § vioU 609U < u]l «X E =« 3§ 0}1] vSE]
fill E P vIlv P e« eu% EvV § v3 % 10i]A} plo}v]X /5 o}l v
temperaturi 5ii u]vU % }Stu o E cu*% Vv |E } Sl1tu 71l Ro %opu( E-
Hydration "}opusS]}veX WE u %}SE ] u}lPpu i Jvipg JE 8] pi}E!l i o &

potpuno otopila.
OXiIXiX WE}AI E ]38} 1 I1}v v8E ]i ]i}o]E v E

<}v vSE ]i ] ]38} JI}o]E v E } E pi ¢ %oe}E% Ji*l}u
Bioanalyzer sistemwA@ilent Technologies) uz softverski paket 2100 Expert Software (Agilent
d Zv}o}P] eeX <}v VvSE ]i E }E& pi » v S uoig %oe}E% ]Jiel
A ov poi]v U JIETA « VvPIRoOX ]+8} E % @&} i vigi e« v
duljiv 1011761 ~ E 1% @E}3 Jv]e I1}i] T Je3p E ]lv}e] « iUBU § lui @E
koji iznosi 2,2,2.
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4.3.2. Provjera kvalitete DNA u agaroznom gelu

WE}AI E IA 0] 5§ Ji}JoJ]EV E }E pi * o0ISE}IE i}u

Ukratko: 2% agazni gel u 1XTBE puferu (engl. Towate-EDTA: 0.045 M Trisorate, 0.001
D dU %, 6Xie | PE]i » } AE vi X h P o }Zo v v A@Aif
bromida do finalne koncentracije 10mg/ml. Uzorci DNA se pripremaju za gel dodavanjem

b

puferal v v} vi pl}E& |1 ~' oW]o}s E >} JvP C U AZU Y] P ve |}

volumena uzorka koji se nanosi na gel. Uz uzorke DNA na gel se nanosi i molekularni biljeg
poznatih molekulskih masa (DNA Step Ladders, 50bp DNA Step Ladder, Promega).

Eo ISE}(IE I « } Ali %} *3 ov]u v %}vIu } iiis IE} ii u]lvps L

Allp o]1]E %ofransilumingtora.
4.4. Multiplex Ligationdependent Probe Amplification (MLPA)

MLPA analizprovedenaje kod ispitanika iobje skupines urednimnalazom GTG
% EUP vi U § p *% ](] vduemaju evalijcije medicinske dokumentacije

% EJui Vi V] o *% J(] v] « 3}A] D>W % E} % E u <o0i u

1. ¢ vel ]e%]S V] e lo]Jv] I}u eo0]l}u ¢]Jv EB}u Z SSW D>W
gena.

2. DU“l] 1*% 13 wonj ine@shim fenotipom: MLPA skrining za poznate XMR/XID
gene.

0P}

‘I E]

3. Du“l] J*%]8 v] ] « lo]v] I}u «o]l}u ¢]Jv E}u &Z yW D>W v o]l

4. [*% ]S v] ] <« lo]v] I}u <W/jli}ii ANg@EmanEsindroma: MLPA skrining
PWS/A%romosomske regije.

5. /*%]8 v] ] ¢ lo]Jv] I}u ¢0]l}u VvP ou v ¢]Jv E}u ] VIEU oV]u Vv c

analiza UBE3A gena.

6. /*%]3 vl ] e]v ]l Jitui <% J(]v ull@&} o Jiel *]v Elu W %

proba za mikrodelecijske sindrome.
7. Kod svihnegatAv]Z sopu i A -{6)1MLPAianaliza subtelomera.

8. <} *A]Z v P §]AV]Z cop-iile VAPV ~beW D>W v 0]l 1 lo ]

mikrodelecijske sindrome.

9. Kod ispitanika s AS@n i ispitanika s RIRu ] o u vS]u uS]*sS] viP %o}v ©

primjena MLPA set proba za ASD.

10.<} v P 8]AV]Z eopu i A ~8¢ % EJui v « 3 %E} 1 Wtrl ~ IE

Kod ispitanika kod kojih su aberacije detektirane GTG analizom prema potrebi
% EJui vi v ep % ](] vl * 3}A] DW> % E} e@etektirarshoiv
aberacija.
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4.4.1. MLPA za detekciju promjena broja kopija

d Zv]l D>W | §1]ipg o Ji 1 u%o]l Ji }ju}Pp A ]JIA} vi
standardnim protokolom bez obzira na set MLPA proba (SALSA MLPA Probemix) koji se
primjenjuje.

Hibridizacija MLPA probaZa svaku pojedinu MLPA reakciju potrebno je 100 ng DNA
M A Ro Fwwud E ~d M(( €U iyU D}o po CE ]J}o}PC 'E U WE}
A o]I}P @E}i pIJTE | 1}E]*8 =+ +3E]%}IA] } 06 3p ] Alopu v
% }l0}% Ju ~iUT u> W Z dp  "83E]% U &]*Z & E v *X hI}E ] -
ulJvps s o }Zo V e} VR S U% E SHPEPX h }Zo v pupl}EI
hibridizacijskog master mix ~Z] &] ]I Jiel] u «8 & u]&£&I1%} E | JipW iUA Rc
Ro D>W ¢« § % &} U v I}v P eo0]i ] IE §I v SUE ]i v Oof
Z] €111 1i pI}E | ] % E} v O0If£ IE} io » 81X

Ligacija MLPA probaNakon hibridizacije slijedi ligacija (spajanje) dva dijela MLPA

%% @&} 1}i i u}Pp } ul}aler z] €] JIJE ip v Joiv «IlA VvV %pviu
1} } P}A & ip Joi vlu E < lA v u p *AJu vpl }8] Ju X hI}EI -
e WeAI] MI}YE T } i1 ..o 0]P -]i~ldPP u i8I (Eu W REE u]E 1%} E | ]
UltraPue HK = 1 ...0 >]P = H(( & = 1 ...0 >]P-65 enzirhf) Reaksijai ...0 >]

o]P ]i % &} }A]i + v AOE IE} ifi ulvp§ U v I}v P eo]i
PE]i viuv 8Af IE} A ulvpd X hi}E ]« 1 8Ju Zo v Tif X
Amplifikacija MLFA proba. D>W %o (E} [}i e He%oi “V} % }i v & | Ji
puv T ig ¢« ov viu €& | ]i}u %}oJu E 1 ~ vVPOX %PORUuUE « Z
culi VvV % E %EJu E ~%} 3v] X+ W Z E | ]JippVviA W Z
.0 Z0 V}pufaNnmix ~W Z %op( & U]EI%} E | Ji]W 8 ..o A >~ W

UltraPure HKe } i « {i ..o D>W o0]P Jiel & 1]i ]I % & §Z} v}
E | Jielg eui ep v Zo viu } i ¢ %}3}u-iilkiJoeu &EJ]E vU]uE

polimerazu, primereS vplo }§] ~%}oCu E ¢ u S E u]ARKhF E..IO]JI]W
NSN W Z %EJu E ulE = iXA ..o N >N WIloCQu E ¢ X W Z E | ]i
nakon dodavanja master mx PCR @& | ]i } Ali * %} eo0i Ju pAli 3]
denaturacija FE i1 o [pv JU % EJA vi % E]Ju E ~ vv o0]JvPe Oif Iii

~ 0}vP §]}ve OT£ 101 « }v e y i Jlope V IX 1 AE“v <]vd 1 O1£ IT
HIYE | v AE X

3X3XIX D §]o Jisl} «%dMBNLPA D>W

D S]o Jiel} «%MLPA]setbvi probdee EJui vi V] e |} ]¢% ]S v]I « lo0]
slikom Pradert]oo] Jo] vP ou v ¢]Jv GE}lu ] lo]v] I}u ¢0o]l}u ¢]v B}u &Z

D 3§]o Jiel} *% ]J](] v D>W & Zv]l }u}Pp A ]38} } vpu S|
broju kopija i metilacijsko profiliranje.

Hibridizacija MLPA probaStandardni postupak hibridizacije opisan u prethodnom
poglavlju primjenjuje se i u MEBLPA tehnici kao prvi korak.
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Ligacija i digestija MLPA probaE 1}v Z] &] ]1 ]i uI}EI « }Zo ] v 1if
sobnoj temperaturi u svakpl}@&E | '} i i ..o >]P - H(( & Q.iCielio hoSE
MIJE | « %} iolv A i vl io 3§I} e i1 .0 % @E v+ pu V}IA
HIYEL « } i i1 -65maptermix (Ligaséf u 3 E u]LE 1%} E LQI]W 6XTh
= iXA>]Poe p(( E = iX%X0M .vdCUBRU }I « p EupP] 1} ni}El 1}
LigaseDigestion master mix (Ligasg P *S]}v u S E u]Z&A 1%} E K [F]WKdXO0a
>IP ¢« u(( E = iXdm .v\dCUP=iXfA ..o ,Z/ vIiCu ]5W.EGu-R b ii
prvom dijelu uzorka odvija se reakcija ligacije, dok se u drugom dijelu uzorka uz ligaciju
]*3} } v} } Ali & | ]i P «3]i X hi}E& ] « JVvIp JE ip il ulvusd v «
Jv I8]JA 1i viJu PE]i viuv O60£ |IMBjus}Xohl}@E JikE X

Amplifikacija MLPA probaPCR amplifikacija MLPA proba slijedi princip protokol
opisan u prethodnom poglavlju, ali se amplifikacija MLPA proba ligacijske i ligacijsko
digestijske reakcije odvijaju odvojeno/u odvojenim PCR tubicddiaatko, u nove PCR
Su ] g 1}iJu o v o l]l il ..o Zo V}P-W Z %u( & w]/El%} E | ]i
ANSA W Z o p(( E = 10 2K hpSIE W iE...0 D>W o]P Jiel -} v}ev} o]
JP *8]iel @& | ]i ]I % @& §Z} v} P jsk@Esrhjesu i fladndd® u hjl se doda
i ..o u & A}Y]E ET] VviJu %}oJu E TpU % EJu E § vuplo }5]
ul]E£Il%} E | ]Ji]lWwKU0id ...o "> W Z %EJu E ul]E& = i1UIA ..o "

Reakciju PGR % }3@E v} i | %} &Kor} dodavamja master mix. PCRa reakcija
} A]i ¢ %} ]e3]u pAi 3]u }%]e V]u B % E $Z} vIu %}Po Aoip ~iX
e lpv JU 67£ 101 ¢« lpv ]y 1A Jlopge V IX O6T£ 111 u]lvpus V iIX Zo vi

4.4.3. Detekcija MLPA proba

Svi setovi MLPA proba (MLPA i M&PA) detektiraju se u sustavu kapilarne
0ISE}IE I X WE]Ju E] u}Pp 18] Y Joi T v] & io] ]8]u (opu}E « v
1}3i] » 1}JE]*8] 1 E 1T Aivi ] 81 ]ip D>W % E} X & D } Joil v
detekcije MLPA proba sustavom 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Uzorci za
| %]o0 Evp 0 ISEI(}E Iuy % E]%E u ip « Vv eo0i ] @i JvW &
&}EuU u] U %o % 0] ]} ¢ C « S500 standanda (GeneSdan 500 LIZ Size Stéhnda
%0 %o 0O ] ]}eCe8 uee = iUG ...0 W Z % E} pld X KA I} % E]% E uo
00Ff£ IE} T ulvpsd v I}v P e« Jvip ]JE ip A ulvpd v 8 £ X "}(3A
(Applied Biosystems) koristi se za prikupljanje podataka elektorforezen Bia produkti
Z] €111 ]i ] puv i vi D>W % E} -fEHilould }Spipw epPp i v
$uoip pllv W Z %E} uls &E Io]lI}A 8] %}i ]Jv D>W % E} U
(OU}E ¢ VEVIP ¢]Pv o *A |l %E} uSAE |X]UIATE]VEIMReY] FvE ]} [
pojedine probe. Na slici.§rikazan je standardni elektroforegram, profil MLPA proba-i LIZ
500 standarda, dobiven kapilarnom elektroforezom SALSA MLPA P036 Human T@&@omere
probemixa.
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Slika8 o ISE}(}E }PE u | velll ~A}@&EMIl ~ }vi o]l ¢ }e}
(SALSA MLPA P036 Human Telorgueobemix)
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4.4.4. Analiza MLPA podataka

WE u %E %}Epl u <A 1] %}i Jv v] pi}&E 1 v o]l]E + pli

eOp ip v o]l A o]I}P E}i pl}E | ~Adddathi réferenthi tzorak Za
svakih dodatnih 7 testnih uzoraka.
WEA] IJE | p v o]l] %} 81 i Allp ov % E}Ai E o ISE}(

utvrditi kvalitetu MLPA reakcije. Postupak analize softverskim paketom GeneMarker V 1,95
(SoftGenetics, USA B % EA}u ]i op ploip pi Ju vI]}IV]E vi U (JoSE]C
%} 31 UvI}v P e0]i ]} E JAvi E}i I}%]i § v o]l u 3§]o
Ju vi]}v]E vi ~ vPoX e]iJvPe i } & 1A vi pullv %}i ]v]Zz
%}u} 500 3 v E 1}i] » &I1] (E Puvs 8} v} } & v pullv ~io
(E Pu vs u1]v50Q baizi). Standardne postavke softverskog paketa kroz filtriranje
JulPp pip S 1 ]ipg pI3@E | 1}i] v 1 }YAloi A ig % & u SE 1A o]s
PCzZ 8§ zZv]l ~A HJvI}A]S u%o](]l 1i IE ]1Z (E Puvsd U § u}P
samim uzorcima) prije same analize potrebno je napraviti normalizaciju podataka.
Standardna metoda normalizacije koja se koristi za MLPA podatke u softverskom paketu
GeaneMarker je populacijska normalizacija (engl. Population Normalization). Populacijska
usd} VvIEuU o]l ]i I1}E]*8] *A % E} pn UIJEIR T ]*% E Aoi vi
U%o0](]l Ji X D ]i v] Jv8 vi]8 8 % @&} +u JIA Kktijofpregpa@ A]Z A
I 3Ju « ]+8} & pv -10, F4CE Jtd., Rako bi se utvrdilo lokalne medijane
Jvd vi]8 8 X KA i (Jo8 & u ] v euvipi @€ lIo]l p u le]Ju ov]u
probama. Svi medijani intenziteta koriste se kako bi odgovarali ekspgakmo) funkciji.

30



4.4.4.1 Analiza broja kopija MLPA

K E JAvVvi %E}uiv g E}ig 13}%]i 8 u o0i]l] » Vv He%}E
%% E} X s]e]v % E} u 0 ISE}IE }PE up }A]ev i } E}ip 1}1%]i
prisutna u reakciji. Ye]v = %o E } }JA V]Z g pPIJEIR He%}E pi o o Ale]v
% E} P I}JVEE}ou U S o v Siv Jv]IE puv A D>W }ui EX h «
uvi] } 1UOA § i EJi } o JiJu }I D>W }ui E AJ“] } iUin
tablici 2 prikazane su vrijednosti MLPA omjeradmosu na CNV status. Na slicpéikazan je
normalan rezultat analize dobivene s SALSA MLPA P036 Human Te3opnebemixom.

Tablica 20dnos vrijednosti MLPA omjera u odnosu na broj kopija (CNV)

CNV status MLPA omjer
Normalan broj kopija 0,851,15
Heterozigotna duplikacija 1,351,55
Triplikacija 1,702,20
Heterozigotna delecija 0,350,65
Homozigotna delecija 0

Slika 9Normalan rezultat MLPA analize (SALSA MLPA P036 Human Te3opnebemix)
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4.4.4.2. Metilacijsko profiliranjet MSMLPA

h u 3]o Jisl}u 8§ «3p % EA] ]} v o]l } v}ie] « v USAE ]A vi
% E $Z} viu % }Po Aoip Pi « 1 o]P Jiel] ]} pi}El & pv D>
analize koriste se podatci dobiveni lajakodigestijskom reakcijom. Metilacijski profil
HSAE Hi * He%}E }u Ale]lv % E} -digeptlisko] Zeajcijp $ Risihor }

%o (E } W o]P Jiel}i @& 1 ]i] ]*8}P HI}EI X D 8]o JislJu % E}(]o]
genomski imprinting te mtilaciju promotora gena.

Svaki MSD>W + § |1 } Egehdmskog imprintigae @E1] % E} 1}i op 5 1}
dizajnirane da pokrivaju genske lokacije za koje je poznato da nose metilacijske modifikacije
(jedna kopija je metilirana u uzorcima periferne krii)l 8 % &} <A 1] 118 « EIT] 1}vs
probe za koje je poznato da se nalaze na mjestima na kojima ne postoji metilacijska
modifikacije (u uzorcima periferne krvi).

Omijeri ligacijskaligestijske/ligacijske reakcije za metilacijske probe uNILPA kitu
zao E JA vi P v}uel}P Ju% E]Jvs vol « psd o]]iX

Tablica 30dnos ligacijskdigestijske/ligacijske reakcije
za metilacijske probe u MELPA kitu
Omijer ligacijskedigestijske

Metilaciiski vopil
etilacijski status kopija gena Jligacijske reakcie

Dvije metilirane kope 212=1
Jedna metilirana i jedna nemetilirana 1/2=0,5
Dvije nemetilirane kopije 0/2=0

Na slici 10 prikazan je standardni elektroforegram, profil MLPA proba 502
standarda, dobiven kapilarnom elektroforezom SALSA MLPA MEO028 Pradémgélman
probemixa. Slika 11prikazuje normalan rezultat analize upotrebom SALSA MLPA MEO028
Prader Willi/Angelman probemia.
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Slika 10Elektroforeogram SALSA MLPA MEO028 Prader Willi/Angelman prebe@otnja slika
prikazuje produkte ligacijske rkeije, donja slika prikazuje produkte ligacijsko digestijske reakcije.

Slika 1A. Normalan rezultat analize broja kopija (SALSA MLPA MEO028 Prader Willi/Angelman
probemix).
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Slika 1b. Normalan rezultat metilacijskog status NDN i SNRPN gena(SALSMEQLERAPrader
Willi/Angelman probemix).

Setoyi MSD>W % E} | } @Eetilddjskdg statusa promotora gena E 1
%% E} 1}i o vol pvpsd E % E}u}S}E P v X WE}IUISIE] 18]AV]Z
modifikacije, te je omjer ligacijskdigestijske/ligacijske reakcije za takve gene 0; @gok
omjer ligacijske 1P «&]iel lo]P Jiel & |]1i 1 Pv ]i] %o E}ulsS}E]
modifikacije 1. MSD>W « §}A] I } & JA vi u 8]o Jisl}P <8 Sue % E}
sadET I}vEE}ov % E} . prikezaneje]standardni elektroforegramrofil MLPA
proba i LIZB00 standarda, dobiven kapilarnom elektroforezom SALSA MLPA 9MEOQ2
FMR1/AFF2 probemi. Slika 13 prikazuje normalan rezultat analize upotrebom SALSA
MLPA ME029 FMR1/AFF2 probeiaix
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Slika 12Elektroforeogram SALSA MLPA MEQ2®RE/AFF2 probemia. Gornja slika prikazuje
produkte ligacijske reakcije, donja slika prikazuje produkte ligacijsko digestijske reakcije.

Slika 1&. Normalni rezultat analize broja kopija (SALSA MLPA ME029 FMR1/AFF2 probemix).
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Slika 1®. Normalni metiacijski status promotora FMR1 i AFF2 gena (SALSA MLPA MEO029
FMR1/AFF2 probemix).

4.5. Setovi MLPA i MSILPA proba

Svi setovi MLPA i M®>W % E} + EI 6 % E} I(E Puv § pullv }
vplo }8]  1}i JulPp A ip v o]ip IA o] WAdPW p@v | §i vulo }3]
~01T vS v Zu EIl % E} <+ i Vv}EU ov % E} 1}i JulPu A pe%}E
% E} X &E Pu v3] pllv 00U O0iY(@E@OPUOMSYUIA]}SI]A]~YH » u} p -«
v }Aloiv I}o]Jv E %} E | ]JiJo]®] ]V X*BE“Pu v3] ul]lv 66
nukleotida (Q(E Pu v3ee A] 0i]A] g M cOH il V %}S3%opV v SUE i
uilv  fii ] fif vplo }§] ~y VvV zZ (E Pu vSee off wIi®u%0V}(J% ](]
proba, 105t z *% ](] v % E} ené flamende za analizu kvalitete reakcije svaki
MLPAiMSD>W « § ¢ EI] %E} *% J(J]v I }E v |IE}u}eluel E
pllv X

N §1A] D>W % E} | 1 ]ig %o E}ui v p E}ip 1}%]i 1}E]“S v] p
(kompletan popis proba nati se u Prilogu)

1. SALSA MLPA P036 Human Telor@m@robemixi SALSA MLPA P070 Human Telorere
probemixe ET % @&} | <A ep § oju Ev E PJi X « IE} VSE] v I
TP ] 1T v %}e3}i % @E} 1T % IE IX hui «3}pdb® napg kigkushlizwloip v
centromere.Primjena: subtelomerni skrinin¢Prilog 11 2)
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2. SALSA MLPA P245 Microdeletion Syndrothgsobemixs E 1] %o E p36 deldctijski
sindrom 2p16 mikrodelecija 2023 mikrodelecijdMBLCb, 2033 mikrodelecijd SATR, 329
mikrodelecija 9922.3 mikrodelecija 15924 delecijski sindrom 17921 mikrodelecija
22913/PhelanMcDermid sindrom 5015 Cri du Chat sindrom 22311 DiGeorgesindrom
Distal22q11 regija 10p14 DiGeorgeregija2, 8 LangerGiedionsindrom 17p Miller-Dieke
sindrom NFL mikrodelecijski sindrom PraderWilli/ Angelman sindrom MECR/X®(8
duplikacija RubinsteirTaybi sindrom Smith-Magenis sindrom 5g35.3 Sotos sindrom
Williams sindrom 4p16.3 Wolf-Hirschhorn sindrom Primjena: mikodelecijski sindromi.
(Priog 3.1 4)

3. SALSA MLPA P297 Microdeletion Syndrogzobemix « EI1] %o E} [ tDARI <171 X i
sindrom, 1g21.1ne-TAR sindrom, 3929 mikrodelecija, 7936.1 mikrodelecija, (CNTNAP2
gene), 12p11.23 mikrodelecija, 15913 mikrodelecija, 15q24.1 mikrodelecija (fe).
16p11 mikrodelecija, 17912 mikrodelecija, 18921.2 mikrodelecija (TCF4 gen), 20pl12.2
mikrodelecija (PAK7 gene). Primjena: modelecijski sindromi. (Prilog)s

4.SALSA MLPA P015 MECP2 probemix@®E1] % @&} | D WIiU <>AU Zy ] EdI
Primjena Rett sindrom. (Prilog §

5. SALSA MLPA P189 CDKL5 probemix@E1] % E} | ZyU EdE'iU &Ky'i ] <
Primjena: §]%0] v] Z 88 *]Jv ®A}uX ~WE&E]o}P 6

6. SALSA MLPA P106 MRX probemix E1] % @&} 1 {0 DZy P v W ZW"o< iU Z

TSPAN7, POBPIUWE1, OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEF6, FMR1, AFF2 (FMR2),
SLC6A8 i GDI1. Primjena: ndsomski X vezani RIP. (Prilay 8

7.SALSA MLPA P343 Autidnprobemixs ET] % &} | SE] IE}u}eluglld E P]i W
(UBE3A, GABRB3 gene, te 15913 mikragela regijja s CHRNA7 genom), 16pll
ul]ll&} o Jiel & P]i § ~, E<i P v v 1T1«iiX]WyE]us]vvWP %%dEl UE

(Prilog 9)

8. SALSA MLPA P080 Craniofacial probemix 1] % &} | &'&ZiU &'&Z1U &'&Z7
MSX2, ALX1, ALX3, ALX4, EFNRINIX2 gene. Primjena: krdrfi ]i ov] % }E u i]X ~WACQ
10.)

9. SALSA MLPA P313 CREBBP probemixE 1] % @&} | Z W P vU § % E} |

Primjena: RuimsteinTaybi sindrom. (Prilog 11

10. SALSA MLPA probemix P336 UBE3AET] % E} IGABRB3WMTHFR gene, te

%% E} U *% J(] vp I Dd,&Z 111s upsd JipX d1} E « p I]8p v o
kromosomsku regiju (AXIN1, CREBBP i TSC2 gene)nRriAmjgelman sindrom. (Prilog.)2

A §}A] D 8]o Jiel} *% ](] v]Z D>W %JB}IVig}E]“S v] p ]*3E
(kompletan popis proba nalazi se u Prilogu)

1. SALSA MSILPA probemix ME0282 PRADER/ILLIANGELMANe E1] i1 % E}
% J(]v 1 Wtrl A IE]E] vp & Plip ~ificiie 1}i eopl 1 } & ]A

kopija DNA. Od ukupnog broja proba, pet}pr i *% ](] v} | Ju% E&]vs & PlipX
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% E} Vv ol ¢« @& SE]lI Jiel wui s 1 ,Z/ viJuU “8} }u}Pp A u

Primjena: PradeWilli i Angelman sindrom. (Prilog 33

2. SALSA MSILPA probemix ME0282 FMR1/AFF2 E1] 16 %@} (] vp I &DZi |
&& T P v X d 1} E } pIp%VvIP E}i %E} U 35 %E} -+ EI] E

enzim. Takve probe daju informaciju o metilacijskom statusu sekvence. Primjena: Sindrom

fragilnog X kromosoma. (Prilog )4

4.6. Fluorescenta in situ hibridizacija

Kod ispitanika kod kojih saberacijedetektirane GTG i MLPA analizama precizna
ulo lpo Ev | E I8 E]I Ji p]Jviv i &/, 8§ Zv]l u X

"g§v E V % E}S$}}o &/, 8 Zv]l } puzA % E]% E up %o E %o
preparatai proba, hibridizaciju proba na preparate, pranje preparata i detekciju proba te
analiziranje preparata.

Priprema i denaturacija citogenetskih preparataCitogenetski preparati se za
potrebe FISKh inkubiraju 5 minuta u 0,005 % otopini pepsina/10 mM HCITO £ v |}v

P eo]i ] Jvip Ji p iyW ~ }8}%]v] IE} A ulvpud v <} v}ii § u%o

% E %0 E § } i e i1l Ro i 9 }8}%]v (}EuU o0 , Pplephiatvée™1Ti uD
pokrivaju pokrovnicama te inkubiraju na sobnoj temperaturi 10 mindtakon 10 minuta
preparati bez pokrovnica inkubiraju se u 1XPBS otopini kroz 5 minuta na sobnoj temperaturi.
Preparati se zatim dehidriraju u 70 %, 95 % i 100 % etanolu kroz 3 minute u svakoj
I3v. vE3E Ji] vI}v P e }eu* v I1E IpX Kep'iw] %vE P&EE $} 9% o

~671 £« 8§ « v wviJz } i iii Ro 619 (}&u u] IT A "™ U %, O6XIi’
% }IEYAV] u ] Jvip JE ip ¥ ulv vI}v P I %} E}AV] 8 A
etanol €11 £ « ] Jvip J&E ip oivi 1T uleedalX déMideraa (580 i 100%

§ viop IE} T ulvpsd %} I}v vEE il ] }ep* v TE Iy %o E] *} v}i &
Priprema i denaturacija komercijalnih FISH prob&omercijalne FISH probe

% E]% E U it © % E U H%HUS U % E}]TA} stiKFISH] pode tiithevipg op

}38 D}o po E ] <E 8§ Z ] Pv}ed] e I}i ep JE ISV} } Joi T v X

WE]%E u ] Vv SUE ]i <+ u}ed ov} 1@} & ]@VRIIER &} &X",

probe mogu se direktno ili indirektno (potrebna je kasnija detekcija proba)iobjls] W Z

§ Zv]ItuX o JE I8v} } Joi T A vi I}E]*8 « u} J(] ]E v] vplo }3] ]

(TexasRedlUTP, SpectrumGreaetiJTP, SpectrumOrang®JTP te D¥15aadURPt DEAC),

e T Jv ]E ISv}Y } Joi T A vi I}E]*S u} Jtfi-dUEPV Digaxygedis] 1 ~ ]

hdWe 1}i] Ju}Pp pipgp A 1T vi (op}E « v3v]Z v3]3]i o XPER]*3E 1]A

tehnika (Degenerate oligonucleotid® EJu W Ze+ } Joi T A vi % E} % E u &

protokolu. Ukratko, u master mix {8, 10XPufer, DOBtimer, labelmix(dNTPs), Mgg&l

U%o0]d < %}oJu E 1T« } v i E } PIA E ip -GUTP il E} S

digoksigenildUTP odnosno TexasRedTP ili SpectrumGreedlJTP ili SpectrumOrange

dUTPiliD¥M15> hZWX ~ui e « | PE]i v 66 £ iealivy1iv]lops W 66

~

i ulvU o1 £ {1 u]v ii e« U 067 £ 1 u]v ofie U § Jvipg ]i il ulv v (
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}Zo v 0 £ X*"Sv EV SV} %E ]%]S i S&EQI}EEY}S VvV iUID
I % @&} 1“ Avi }Joil v]Z23%0®E} IXE* w ] } Joi 1l v % E} vV S
uz dodatak Cefi DNA (Roche) i hibridizacijskog pufera 20%DS/50%formamid/1M

v SE]Ji(}e( SVIP %p( & ~ "U [¢SE vepo( SU ~JPuU X ~ui ¢ ¢ %
I 8Ju}Zo ] v &8 £ § i JE}Iviiiu]lvps X

Hibridizacija. Gotove probe stavljaju se na denaturirane preparate te se pokrivaju
%} E}AV] u 1}i ¢ % E] AE+*3 3 Ip Ju oi %]Jo}uX WE % E § -

H S (Eu}eS § v -litosdia. i1

Pranje preparata s direktd } Joi 1T v]u &/, %FEparate Xa kojima su
Z] €] JI]E v I}u & Ji ov ] « u}ed ov} JIE v JE Isv} } Joi 11
prethodno zagrijanom 04XSSC v o7 £ A u]lvU v I}v P e0]i ] ]°*%o
0,4XSSC/0,05%Tw (Tween 20, Sigma) 5 mifEa  Jiel}i uli “ 0] ] % E] <} v}i § u%
Preparati se zatim kratko ispiru u destiliranoj vodi i dehidriraju u seriji etanola (70%, 95% i
100%t 7 u]vll}v vSE& ]i]J*X E I}v ep® vi v ¢} v}i S u% E SPE] v 9
dvije do tri kapi DAPdtifade otopine te se preparati pokriju pokrovnicom.

WE vi % E % E & 1 §1]i ]v ]E |5vPrephati § indiekad”, %o E }
}JJoi Tviu % E} u % EP * P % E SZIuvy 1ORE]i Glu]iyhv I}y P
c0]i ] ]*%]E vi pn dy*" liUIA9dA @A u]lv v E}8 Jielhtuy]i “ o] ]
v I}v P e0]i ] S1]i &I, %E&} X WE} } Joi T v 1}8]v}iu
streptavidinFITC (1:250) i streptavidinCA ~TUAWRAITeU ]JP}A]P v]v } Joi l
detektiraju se s anti digoksigenin rhodamin (1®) i anti digoksigenin fluescein (1:810)
(op}E}E}uJu  } Joi T v]u v3]8]i oJu X &ou}E « vSv v§]S]i o
navedenim omjerima u 4xSSC / 0,05%Tw / 0,4% Marvel otopini. Na mokre preparate stavlja
« fil Ro Vv3]3i o 1}i o %} E]ip %} EYAVEIuX AEVR TEudEY V]
T0E£ 11 u]jJvX EI}v 81 1]i % E % E 3] | %}IEIAV]-USHIMEN « P <
v &E}S Jiel}i uli “0]] %@®&] <} vii S u% E SHE]IX WE % E 3]
destiliranom vodom i denaturiraju kroz seriju etanola (70%5% i 100% t 3
uJvlll}v vSE Ji]eX E I}v epu“ vi v ¢} v}i S u% E SHUE] vV % E % C
kapi DAR#&tifade otopine te se preparati pokriju pokrovnicom.

Analiziranje FISH preparat&a vizualizaciju i analizu FISH proba koristi se
epifluorescentni mikroskop povezan s digitalnom kamerom i softverskim paketom Isis
Fluorescence Imaging System, MetaSystems.

4.7. Sekvenciranje

Kod ispitanika kod kojih su MLPA skriningom detektirane aberacije unutar pojedinih

genaprovjera ipotvrda rezultatau]vi v i * A v JE vi u *% ](] vPdpi® vel]Z E
%} 3v] I}E]“S v]Z p ]*83E 1]A vipvol]les pd o0]] 08X
e puv ivi }ei | E 1T «IlAV]E Vi I}JE]“SV sp A W Z op

Taqg PCR Kit i Q5 Hiffdelity PCR Kit (New England Biote X W} 38v] ep ]I ivIE v %o
preporukama svakog sustava uz program Primer designing tool, The National Center for
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138 Zv}o}PC /V(}EuU 3]}vX W}%]e %} 3Vv] JTivIE v 1 ]8CE 1]
Reakcijska smjesa (pufer za PCR, dNTELMg o]i A ] v %} Sv] U E U %}o
UltraPure HKs T} spe3 A % E]% E uoi v. i % E U % E %}EUl u %
~%} Sv v SuE ]i U IE& S§I VSUE ]i U % EJA vi %} 3v] L
§ I}v v} % E}u0}}PA Aok V¥o i % E U % E %}EUl U % E}]TA}
1I3JE]“S v] *pued A u%o](]l ]i X Z ] %E}Ai E pe%i “v}ed] puv T
W Z %E} pl &8 pJviv i oISEIIE T pi}yE I pui9 P E}iviu P o

Sekvenciranje amplificiranin DNA segn®en p Jvi v} i pn D @&}P v /v X [}u%
I3E]“S Vi U %o %o 0] ]}+Ce8 ue i0ii£0 E v oClIE pul JPC d
Acp v VP <]8X e v o]lp %} 31 I}E]“S v i Dps s8]}v "nEA
(SoftGenetics).

Tablica4W E}A] %} E¥]v] IREIEE 1]A vipX

4.8. Array komparatvna genomska hibridizacija

Array komparatvna genomska hibridizacpamijenjena je kod ispitanika izobje
skupine s urednim nalazom GTG, MLPA i FISlizarkad ispitanika kod kojih su GTG i MLPA
analizama BAE v |E}u}e}uel EE Cillu% E $]Av Z] EJradi ]i p ]Jv
detaline molekularne karakterizacije detektiranih aberacija.

WE}S}}o EE C 1}u% & S]Av P viuel Z] &1 11 1i ~ ',
provjeru kvalitete DNA, fluorescemt} } Joi T A vi &§ «3v ] I}JvdE}ov E U Z] E
EE Cl 1% U ]Je%]E vi ]% U I v]E vi § v o]lpg %} 3§ 1 X W
IA 0] 8 E }%]* Vv i M %E $3Z} vlu %}Po AoiJu X h ]+3E T]A vi
Human CGH Microanr@U o0& idi< P]l]o vS % % E u M% US U % E}]
Oligonucleotide Arraydased CGH for Genomic DNA Analysis Enzymatic Labeling for Blood,
Cells, or Tissues (with a High Throughput option) Protocol Version 7.2).

&OMU}E + v3v} } Joi T A vintrdine DNA.J&OJIE « v3v} } Joi T A vi
testne i kontrolne DNA (Promega) odvija se odvojeno. Spol testne i kontrolne DNA za svaki je
l[¢% E]Ju vS pelo vX hIE SI} v iRP § «Sv } v}iev} I}vSCE}ov E
Molecular grade, Promega) pufergg i + @A Ro Z v }uda \WZar¢iusednkubiraju na
66£ i u]jv s « @&EI} }Zo V 0 uX h § «3v pI}EI 3 Aoi + id

40



1}i] « EIT] G ndwa HI}JvSE}ov E i6 Ro > o]JvP D 8§ (E DJ]A&
3-dUTP (Labelin® 3 & D]&A %} HI}EIuW ii Ro A? Z 3§]}v p(( E = i
Cyanine AUTP ili Cyanine5hdW = i Re <& NFAX hI}E ]+« JVIpH ]JE ip i « &
viiv P e« Jvipg ]JE& ip oAE i1 u]lJvps § }Zo Vv 0 uX h plijE!l -
iyd 8 + ]i o] Alopu v % E Hi p } PYA & ip  }JoiTv I}o}v I
WHE](] 8]}v }opuveX hI}E ] - VSE](UP]E i i1 u]lJvps v ioUi
v MIE} e« } i 861 Ro iyd 3§ + %}v}Av} anma3EJOQd KGorigtw ii u]v
e S ME vp p ]*8 Tuo Sp] 1 VvSE](UP]E ip i ulvus v i idii
iUl Ro pI}EIl « v o]l]E v 1iii ]} v oCl G «]*3 up E ] uSAC
}Joi T AviUI}i]e E pv % E atokeld. v E viu % E

Hibridizacija uzoraka na arrayZa hibridizaciju uzorci se sparuju prema spolu i
% EJv}IeuX E I}v *% i vi & «3v]Z ] I}Jv3E}ov]Z E-1pPNAIQ@EI -« }
uPlu>eU ii Ro iiy ", o} I]JvP P vRP HyfridRatiohyBuffete se
Jvip JE ip i ulvpd v 86 £ U  %}S3}u il uJvpsd v i6 £ X K <A |}P
e V V}e] V %}e V} %}oi -cP JLuEec0i% E]i A uli “vi pl}EI X
I 8]Ju %}0}1] 18]Aviu «SE viu v pI}EI ] % E] AE+S] pu v}le X

Pranjei skeniranje arraya. E 1}v Z] €111 ]Ji EE& C « ]JIA ] 11 v}e S
} CcP ol S-¢0] }l i %}S%puv} uE}vi v p P]o -orsCHp Wash Bufferz /W
iX KA}iv] GEE C 3 Aoi *» v v}e 1 31 0 § «GHIEIRI p Vv}A]
on- Z]% t «Z p(( & iU Je%]|]E A u]lvps v &}S Jiel}i u]i “ o] ] ¢
E I}v 8}P v}e o 3 Aoi M % & 5Z} v} | PE]i v] ~i6n-€Ehip PJo v$
teZ p((E® T P i o EE C J*%]|]E i u]lvpusSZatvm JEed krpiled}i u]i

ispiranje u acetonitrilu (Sigmao &] Z+U ii ¢ lpv ] v &}S Jiel}i uli “ o] ]
temperaturi, te 30 sekundi u Stabilization and Drying Solution (Agilent). Array se zatim
3 Aoi p v}e 1 el V]E vi U v gilenP OzeneBedriek Slide Cover.

ANOV]IE Vi EE C %}SE v}i H]V]S] V %o}eE vV} v IJVEHTE vi X -«
je Agilent C Scanner uz standardne postavke: Dye channel: R+G (red and green), Scan region:
Agilent HD (61 x 21.6 mm), Scan rgs8l]}vW T ...uU d](( (]o Cvu]l] & vP W i
gain: 100%, GredAMT gain: 100%, XDR: <No XDR>.
Analiza podataka.Provjera kvalitete aCGH eksperimenta temelji se na evaluaciji

parametara dobivenim Feature Extraction softverskim paketom. Standapivstavke

A op ]i 1A 0o]8 8 ploipg pip v o]ly % & u 8 E W 'E}]s U ~]lPv o
Reproducibility i DLRSD za Cy3 i Cy5 fluorokrome zasebno. U tablici 5. prikazane su
vrijednosti ravedenih parametara. Na slici .1grikazano je standarv} J1AiI “ } |A 0]8 §]
array eksperimenta (Quality Control repottY &E %} ESeX s]*}1} IA 0]5 Sv] %} 3
su Agilent CytoGenomics softverom uz standardne postavke (Default Analysis M&
v2). Na slici 14. prikazan je standardni citogen@t§ 1Ai “5 i PJo v8 C38}' viu] « *}(SA
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Tablica 5Vrijednosti evaluacijski parametara.

Kvaliteta arraya
lzvrsna Dobra Prolazna
BGNoise <10 10 t20 > 20
Signal Intensity > 150 50 t150 <50
Signal to Noiseg > 100 30 t100 <30
Reproducibity <0,05 0,05t0,2 > 0,2
DLRSD <0,2 0,2t0,3 >0,3

WE u 1} JA v]u I}E Jv & u 0 i ] H%o0]l ]i %E &E

1}Iv(}E&u S] 1 P viuel I %} 81 I1}E]s ] E [/ioU ZPid6 ~h ~
Ensembl Genome Browser, Gene Card, OMIM, NCBI Genome, Map Viewer, Plybtad).
koordinatama kronte}uel]Z & P]Ji S IS]E v]Z EE C v o]l}u %o
1}1v(}u 8] 1 I %} 81 ¢ Joiu pPS3AE JAvi P v 1 1}i % E

%} 3 Ju  %o}eS8}i %o} S ] } 1e% E s]ip p "er Jo] ep Vi]Z}A
malformacijskim sindromima.
Premadobivenim podatcima @& ]i eu lo <] (] ]Kategorije: S E]
() patogeneaberacija se one za koje postoje literatudokazi da varijacije u broju
[} %0]i E %}eoi ] v} MpIE}pip Z/IW ] A ~}%o]e v] u
mikroduplikacijski sindromi);
(i) potendjalno patogene @& i « &I P v [1}i] ey ]18v] 1 @& TA}i e/
eksprimirani u mozgu ili su njihove aberacije povezane s razvojem malformacija, ali
za sada nisu definirani mikrodelecijski/mikroduplikacijski sindromi ili postoje podatci
ovarj Jov}u v eoiju ffiAnepotpunoj penetracij
(i) v %}Iv 3 Iv «]PuEv A Tv}es]
-a & ]i I1}i o &1 Pv 1 I}i %@E u 0]8 E SpuEvV]uU %o

Jv II 1i } p8i ip v & 1A} 2~ ] uo(}&u ]i U o] 8§
bazama podataka varijanti IAE v]Z p I}vEE}ov]u <Sp lJiu ~ 8
Genomic Variants)

- §11i AJ“IYAl 1E}u}eluel]z & Pl]i Jo] P v 1 1}i
mikrodelecijski sindromia B *opn ip V]e }%]e v] u]lE} p% 0
sindromi

(iv) benigne promjene u broju kopija kromososkih segmenata prisutnesu kao
A E]i vd PSAE Vv Y }% }i %}%po Ji] | E I8 E]JIJE v U §
fenotip.
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Slika1l4/IAi © } 1A 0]8 8] EE C le% EJu V& ~Y Z %}ES+X ]} +& v & v}P ]&}P waprikhBorhishin detektiramt aberacijeC &}

43



5. Rezultati

[«3E T]A vi i %o ERubno 37p ispitanika. 355 ispitanika s dijagnozomaRIP
~i81 T vel 1% ]38 v] ] T8 up“l]Z J+%]3 v]l sU & 19 F&isvv]l « i
ispitanice i 20 MU 1]Z J*%e]5 E}ie}e%]8 V]I U & % E}ei v +8& E}ed %} v
je u tablici 6.

Tablica X E}i ]+% ]38 V]I ] %oE}ei v & E}e§ %} VEE]Ju X

U tablici 7 prikazan je ukupan braj vil}A ] A]“1}A  E}i 1}%]i E § IS]E v]
]+ 8 E 1y Rroxdbje skupine ispitanika.

Prikaz ukupnog broja analiza za GTG analizu i MLPA skrining nalazi se u Tablici 8a.
Prikaz ukupnog broja analiza za GTG analizu, MLPA skrining i aCGH nalazi se u Tablici 8b.

Prikaz ukupnog broja analiza provedenih u cenrd v ] 1 'd' v o]ip ] D>W
|E]Jv]VP voli]l] e pd 0]] 88X WE]lII plu%viP E}i v o]l % E
GTG analizu, MLPA skrining i aCGH nalazi se u Tablici 9b.

Prikaz ukupnog broja analiza provedenih u centru Zagreb za GTG analiZeAi M
|E]JV]VP v oIl e pd o]] il X WE]IIT plu%viP E}i v o]l % E
GTG analizu, MLPA skrining i aCGH nalazi se u Tablici 10b.

Prikaz ukupnog broja analiza provedenih u centru Zagreb za GTG analizu i MLPA
skrining nalazisew o] ] ii X WE]I | pulp%viP E}i v o]l % E}A v]Z
GTG analizu, MLPA  skrining i aCGH nalazi se u Tablici 11.
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Tablica 7Ukupnibroju vil}A ] AJ“I}A  E}i 11%]i E  § I8]E v]Z p ]+&E 1]A vij

tehnika manjak Al | balansirani pror.njeTa
p}E u metilacije
RIP 10 9
6+4* 5+4*
oG (6+4" (5+4"
ASD 1 1 1
RIP 21 16 4
# ?+ X n+ P+ X #
MLPA (12a8r1) (5%#1%3%4%3) (1elal%1)
ASD
RIP f\5N 2
‘ 3+2°+1 2+1
aCGH ( ) (2+1)
ASD 4

*d v o0 Ve]E v SE v-ka}il4 manjkap A

gdelecije pojedinih gena

qymikrodelecijski sindromi (delecija nekoliko gena)

# ispitanik ima punu metilaciju FMR1 gena (FRAX) i deleciju prvog egzona FMR1 gena
?duplikacija pojedinog gena

*ispitanik ima duplikaciju subtelomere 5punu metilaciju FMR1 gena

“mikroduplikacijski sindromi (duplikacija nekoliko gena)

PA ]e%]3 v]l Ju ipg p%o]l ]i %} A P v e« & lo]]3]1Z IE}u}-}u
Yjedan ispitanik ima duplikacije tri gena istog kromosoma

¢JPD (Angelman sindrom)

a~RAX sindrom

“prikazane su samo aberacije klasificirane kao patogene i potencijalno patogene
“edan ispitanik ima dvije delecije
Bkod jednog ispitanika detektirana je delecija i duplikacija
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5.1. Analiza kromosoma GTG prugama

5.1.1. Aberacije detektirane GTG prugama kod ispitanika s dijagnozorraRIP

GTG analiza kromosoma pemlena je kod 324 ispitanika s dijagnozom-&IKod 15
ispitanika(4,6%)etektiran su kromosomske aberacije.

Epu E] 1] ] *SEPISUEV] IEIu}etuel] %}E u i] }ISIE]JA vd |} J*%]3 v
47,XY,+21[29]/48,XY,+21,+mar[1]r(13)(::p1?2>q1?3::)[1]
der(13)(pter>q?12.11::p11.1>q1?3::q1p1?1.2:)[2]
51,XXXX,+9,+9/56,XXX,+6,+6,+7,+7,+8,+12191H20,+21/48 , XX XX/

47, XX,+17/60,XXXX,+3,+5,+5,+6,+8,+13,+14,+15,+16,+17,+18,+19/47,XX,+5,+5,+19
46,XX.ish 15q11.2 (SNRPNx1,UBE3AXx1)

46,XY,der(18)t(10;18)26.11;p11.21)

mos 47,XY,+r(1)(::p2234p21.3::)[80%]/46,XY[20%]

mos 47, XXY/47,XYY/45,X/?45,Y/46,XY

46,XX.ish 15q11.2 (SNRPNx1,UBE3AXx1)

46,XYder(1)t(1;10)(p12.2;p36.2)

47 XXY

46,XY,der(18)t(2;18)(p23;p11.3)
arr15q11.1q11.2(20,481,7622,558,756)x3,15q11.48.1(22,765,6288,535,051)x1
46,XX,der(1)(pterq32.1::042.2>q44::.932.3>0942.2::q44>qter)

46,XX.ish del(17)(p11.2p11.2)(RAI

46,XX,del(7)(q31.31932.3)

46,XX,der(18)t(10;18)(q24.3;p11.22)

Kromosomske aberacije detektirane GTG analizom kod ispitacii@gsazom RIRa bile
U Vuu E] | E Ji U 719 ~ilifie ] *SEUISPEV %oE}ul]i v U 619
vau E] 1]z E ]i AJ]i E ]i Jo ep AlTv | e%}ov IE}u}e}u
hiperdiploidija (1/3) (Slika 1p
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Slika 15Kromasomske aberacije detektirane GTG analizom kod ispitanika s dijagnozem RIP

h v e3 Alp %}Po Aoi § 0iv} i }%o]e v YAU]®LI]Z]V *STEWIG HE
|E}u}leluel]Z %}E u i }SIE]JA v] 'd" v o]l}u I} Je%ajdewstl « i P
vA v A } 8v vo]l ~&/"UD>W U «IlA v ]Evi Jo] ‘', p]lv
molekularne karakterizacije otkrivenih aberacija.

1. ST329 t up“l] ]*%]8 v]IU 760 P} Jv X h%uSv li Pv}l W Z/W
|E}u}elu PSAE v i |jeEppid % ksomdspma, te jedm kopijom Y kromosoma
(Slika 16. Navedeni nalaz nalazi se u podlozi Klinefelter sindroma.

Kariotip 47,XXY

Slikal6 W & ]i ov] | E]}8]%X EA v 1Ai 1] }iv A Ali 1}%]i y IC
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2. STFO10 t up“I] ]e*%o]42 \gpline. Uputna dijagnoza: RIP. Analizom kromosoma
MSAE v i SE]+}uli 1i ~ }Av «]v E}uker kion¥esdn |(SliE}5Y)] FISH
analizom (subcenM&/”,«V ~ § 00]8 vpu E S]}v ~ i7lTiU <& 8§ Z ] Pv}e§
je prekobrojni maker kromosom ring 13. (Slikald)7

Kariotip47,XY,+21[29]/48,XY,+21,+mar[1]r(13)(::p1?72>q1?3::)[1]/der(13)(pter>q?12.11::p11.1>
g173::q11.1>p1?1.2:)[2]

Slika 17 ~ » < E]}8]% X EA v +3E o] }Iv A u ElI E IE}u}*luU %o A
IE}u}letu TiX~ ¢ &/™, v o]l %}l Tpi %}E]i 10} % E I} E}iviP u El E IE
strelicom).
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3. STO12 t T vel ]e%]3 v] U i6 P} ]v X h%psv li Pv}lI W Z/\
v (0}% 3]i X v o]l}u |CE knad-¢hipaudiphoija (%a 18) u 6/60 metafaza.
MLPA analize subtelomera (P036 i PO70) i mikrodelecija (P245 i P297) pokazale su normalan
rezultat.

Kariotip51,XXXX,+9,+9/56,XXX,+6,+6,+7,+7,+8,+1219H820,+21/48 , X XXX/
47 XX, +17/60,XXXX,+3,+5,+5,+6,+8,+13,+14,+15,+16,++1H48 XX,+5,+5,+19

Slika 18Kariotip (a) 56,XXX,+6,+6,+7,+7,+8,+12;396;20,+21, (b)
60,XXXX,+3,+5,+5,+6,+8,+13,+14,+15,+16,+17,+18,+19, (c) 51,XXXX,+9,+9.
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4,STO13t1 vel ]*%]3 v] U id6 P} Jv X h%pusdv ]i Pvil W Z/W ul lo
sindroma. GTG prugama postavljena je indikacija za FISH analizus&roske regije 159113
(Slika 18.). FISH analizom (k#3110 Angelman UBE3A (15g11) / 15924 45809 SIRPN
Pradert]oo] ~ifi<iie | ifi<idU <E § Ze« % }HRA&Eromosdmskeaeg]jje (Slika
19b.i 1%).

Kariotit 46,XX.ish 15q11.2 (SNRPNx1,UBE3AX1)

SlikalX ~ ¢« W & ]i ov] | E]}8]% X <E}u}e}u iAU EA v <3@io]b) }iv A ir
FISH analiza SNRPN gena. Desno na slici prikazan je kromosom 15. na kojemu je prisutna delecija SNRPN
gena. (c) FISH analiza UBE3A gena. Desno na slici prikazan je kromosom 15. na kojemu je prisutna
delecija UBE3A gena.
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5.ST019t T vel [tapica, 46 godina. Uputna dijagnoza: RIP. Analizom kromosoma
HSAE v i I|E}uleluel % EiEIeFZA | ol EPJule}u i6 ad e lje Ti
% }eS Aoi v v ]l 1i 1 oivig &/~, v o]lluX Z ] USAE JA vi %} E]i
kromosomu 18p% EA} i u Jvi v ep 8 o}u Ev &/*, v o]i}uU I}i}u i pSA
dijela 10g kromosomskog segmenta na 18p, uzedoimernu deleciju 18p (Slika B(). Daljnjom
&/™, v o]lju ~D 6 ] D iis uSAE v e+u 3} | o}u ] jA(Slikav S
20 XeX <} ]*%]S V] i USAE v « Pu v3 eqter §Géehedtanaii<io Xii
monosomija 18p11.22pter

Kariotip 46,XY,der(18)t(10;18)(g26.11;p11.21)

Slika20.~ « W & ]i ov] | E]}38]% X <E}u}e}lu i6U EA kromdson.{b) }iv A
Rezultati subtelomerne FISH analize pokazuju tri signala za subtelomeru 10q (crveni signali) i jedan signal
za subtelomeru 18p (zeleni signal). (c) Normalni profil MCB kromosoma 10 uz prikaz deriviranog
IE}ulelu id }Iv V}P «3E o] }uX
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6. ST144 t up“l] 1*% ]38 v]IU id P} ]Jv X h%usv Ji Pvil W Z/WU A
v 0]1}u IE}u}lelu PSAE Vv i up“l] | E]1}8]1% pl % ErisutdBliv] u EI
80% metafaza (Slika ). Radi uputne dijagnoze ASD] v €& 1A]i v}P P}AJaBLRA]vViI v
analiza 15911 kromosomske regije koja je pokazala duplikaciju referentne probe za 1921
kromosansku regiju (DPYD gen) (Slikab21 c.). Mikrodisekcijom marker kromosoma te
reverznim FISHu % }3AE v} i i u o] % & I} E}iv] uliHdupEadij @& u}etu -
pruge 1921 (Slikazi).

Kariotip mos 47,X,+r(1)(::p21-4p21.3::)[80%]/46,XY[20%]

Slika2l~ * D § (1 * % @& I} E}ivlu u oJu u EI E IE}u}e}ulu }iv v]u EA

Rezultat M@VILPA analize. Analize broja kopija; crvenometfe}u }iv. v i % @&} | Wz P vU

EAv TAi 1] }iv A %E}pul "EZWE AE}v pi 1}i %}l Tpi A E]i ]Jov}
Rezultat MSVILPA analize. Normalan metilacijski status SNPRN i NDN gena.
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Slika 21(d) FISH analiza nakon mikreekcije mapira prekobrojni marker kromosom
~} v v EA v}u *S3E 0] }ue Vv i%1iXi%1iX1

7.ST273 t T vel ]e%]3 v] U i6 P} ]v X h%pusv li Pv}il W Z/W
Angelman sindroma. GTG prugama postavljena je indikacija za FISH analizu PWS/AS
kromomske regije 15q1liiX &/~, v 0]l}u %}SAE v 1.2 kromobdmske < i
regije (Slika 22.

Kariotip:46,XX.ish 15911.2 (SNRPNx1,UBE3Ax1)

Slika 22FISH analiza UBE3A i SNRPN gena (Rf4tliéhngelman Region Probd SI D15S10
SpectrumOrange/GE15 (D1571) SpectrumAqua/PML SpectrumGreen Probe, Vysis i SNRPN/Imprinting
Centre: Red Fluorophore 15q Subtelomere Specific Control Probe: Green Fluorophore, Genycell).
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8.ST25t up“l] ]*%]S v]IU 61 P} ]Jv X h%ousSv i Pv}l X Z/WX
utvr v i IE}uleluel % E GEiskZA o IE}IuUle}u i XrX]IZ 1] uSAE ]A vi
% }E]i lo } SviP u § E]li o v IE}u}e}BA ahaliza $ubteloméra [Blika
23b.123 XX s o] ]v E Vi ipRA", v o]l}d).4spi@mhlk ima segmentalnu
trisomiju 10p12.2>pter i segmentalnu monosomiju 1p36zpter

Kariotip:46,XYder(1)t(1;10)(p12.2;p36.2)

Slika23~ « W & ]i ov] | E]}3]% X <E}u}e}ju iU EA v TAIi 1] }iv A
(b) MLPA analiza subtelomera. Rez8ltaNii0 D>W 1]8 U %0 A +3E o] }Iv A % E}
1% U EA v «3E o] }Iv A %E}pul ep 3 oju EY i%X ~ e« D>W v o]l
D>W 1]3 U %0 A «3C o] }v A %E} pul ep s oju Eu @i%U EA v
subtelomeru 1p. (c) MCB profil. MCB profil normalnog kromosoma 10 (N) uz prikaz translociranog dijela
IE}u}e}u i1 v IE}u}e}u i ~}iv v} «3E o] }ueX
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9. CRAD0O8 t up“l] ]*%]s v]IU i P} Jv X h%o usSv li Pv}l Z/WX v

USAE v i |dSka lpreraspodjela ko 1 ZA IE}lu}le}u 0 & ®Hdi 18

HSAE 1A vi %}E]i lo } Sv}P u$§ Elio v I|E}uPAlanalizad % H ]V
subtelomera (Slika 2424 X+X D}o Ilpo GEv | & I8 E]I i & ]i Mg ]viv i
(Slika 2d)X E& C v o]i}u USAE v i p%o]l ]i 1% TAXi%I1iXi A o]

18p11.32% (i Xif A o] Jv 8U6)D ~~o]l if

Kariotip 46, XY,der(18)t(2;18)(p23;p11.3)

Slika24~ + W & ]i ov] | E]}8]%X <E}ulelu (6U @EAkromosdEE (D)]MLRAV A C

v o]l epu § 0}u E X Z Ipod 8 Wiio D>W 1]3 U %0 A 3CE o] }Iv A %d

e3E o] }Iv A %E} pIl epu 3 oju ENid%X ~e D>W v o]l eu § o}u E

113 U %0 A «3E GpE}IN T Ap 3 oju Ep T%U EA v «3E o] }Iv A %E
18p.
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Slika 24(d) MCB profil normalnog kromosoma 2 (N) uz prikaz translociranog dijela
kromosoma 2 na kromosom 18 (prikazano strelicom).
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Slika 25(a) Shematski prikazEE C ', & Tpod 8 1 IE}u}elu T ]1i06X ~ « W} 1i ] A c
E ]iUE %)}%]e *AlZ P v 1 ZA Vv]Z & P]i IG}u}e}u 111
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10. CRD23t 1 vel J*%]3 v] U i6 P} Jv X h%pusv ]i Pv}i-W Z/WU
pruganjem kromosoma ®tavljena je indikacija za daljinu analizbigll kromosomske regije
(Slika 26&.). MLPA analiza pokazala je deleciju nemetiliranih kopije SNPRN i NDN gena (Slika
Th eX EE C v o]l}u pS3AE v i «iiXi A of]ikviXauUé D ~daop]l 10 X
Postavljena je dijagnoza Prad®illi sindroma.

Kariotip:arr15q11.1q11.2(20,481,7622,558,756)x3,15q11.2q13.1(22,765,628,535,051)x1

Slika26~ « W E Ji ov] | E]}8]% X <E}ule}u iAU EA v +3E o] }Iv A id«i
RezultatiMSMLPA analize. Analiza broja kopija pokazuje deleciju 15911.2. (b) RezultMLRFS
analize. Metilacijsko profiliranje pokazuje da je prisutna samo metilirana kopija gena
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Slika26 (c) Shematski prikaz array rezultata za kromosom 15. Plagbcatprikazuje duplikaciju CNV
15q11.2 regije.~ » W}I] 1i ] A o] ]v S IS]E v E Ji US plp% v %}%]e P v
TAi 1] }v A p%o]l Jipg ifd<iiXi & Pli X
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11 CRD45 t T vel Je%]3 v] U i0 P} ]Jv X h%pudv ]i Pv}i W Z/V
kromosoma postavljena je indikija za daljnju analizu kromosoma 1 (Slika 26). MLPA analiza
subtelomera (P036, P070) i mikrodelecijskih sindroma (P245, P297) pokazala je uredan nalaz.
&/™, v o]l}u uSAE v} i « E ] msKogesegmeita [X&§41aa3 (Slikaa27
28a. t 28cX*X EE C ', v o]ilu psSAE v i 0 Ji i<iTXT % EuP

M% o]l ]i iUT D d >iyzZi P v ~i<ioXile ~?0]l 76 X ] 10 XX &/IN
delecija 1932.2 pruge i duplikacija TBL1XR1 gena (Slikat3Dx.). Na slici 31. {kazan je
uZzZvllu 3 I8]E v IE}u}stusl E ]i pl puSAE v 8} 1 olu X

Kariotip:46,XX,der(1)(pterq32.1::942.2>q44::q32.3>042.2::944>qter)

Slika26X W E ]i ov] | E]}8]% X <E}u}e}u iX EA v *3E o] }lv

Slika 27MCB profil kromosomd X ~*3E o] }iv A E v3v] IE}u}etuX
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Slika 28 (a) BAC FISH analiza (RB32J14 (plavi signaljg41, RP1-R86E7(zeleni signal)g32.3, RP11
469A15(crveni signalj<iiXieX ~SE o] }iv A E v3v] IE}u}e}uX -80B9 &I™, v
(crverni signal) 1g42.2, RPEBJ16 (plavi signal) 143, RFRBRJ14 (zeleni signal) 1g41). Strelica
v A E v3v] IE}u}e}uX ~ «940F7&drvenisitymal)ilqs2.3, RPIA T, i ~Tus] «]Pv o-
1g42.2, RP1100E13 (plavi signal) 1g42.12, RRBBE7 (zeni signal) 19g32.3) Nlnormalan kromosom,
INSERCIJfaberantan kromosom
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Slika29.~ « "Z U §+1] % E]l | EE C ', & Ipod & 1 IE}ule}u ] 7iX Wo A «5
$1S]E v u%o0]l ]i & PJi IE}u}e}u | P detektiranih sbeidcij, te]pdpio] v
*Alz Pv 1 ZA v]Z E P]lJi X Wo A TAi 1] }iv Aig u%o] JE v

66



Slika 30(a) BAC FISH analiza kromosoma 1 (RBJ16 (zeleni signal) 1g42, RABBG15 (plavi signal)
1041, RP1:634L20 (crveni®v o0« i<iTXieX "EE o] }iv A & v3v] IE}u}e}ux ~
kromosoma 1 (PR1116 i ~ GEA v] *]Pv 0« i<iTX1 ] ey 8§ o}Ju E i<l o v] ¢]Pv 0<X
aberantni kromosom s delecijom 1g32.2. (c) FISH analiza kromosoma 4@t zeleniignal)

%}SAE Jo i p%o0]l Jip d >iyZi Pv v IE}u}le}up i<i0XitX ~8CE o] }iv
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Slika 31Shematski prikaz detektirane kromosomske aberacije. N#1 normalni kromosom; del#1

& vSv] IE}u}eluX E pPlu ICE Ip IERU}FLET o}fw}~py %o EPP u i<iTXiU i
1942.13 i 1944 prikazane crvenom crtkanom linijom na normalnom kromosomu) s posljedicom delecije
13 A % EUP i<iTXT ~% E]l | v} e ev SE vV E il}u}e}u X WE] S}u i
1g42.2944 (ozn v} Tpdlu }itue v %l}o}l i o0 8]E v % EPP i<iiXiU v PE v] ]
“$} i }A o} } ]85 ov]i P % }o}l i-<cOPUITV~FIviciMdi EA vIu }ijue ] i<dTXTcq

d o}ju Ev] « Pu vs ~ ]38 ov] ]} %o @EUP i<dd }IVZAvV % P6ABUE}+Pdd} M]d}u X
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12. CRD47 t T vel ]e%]38 v] U i1 P} Jv X h%pudv ]i Pv}I W Z/WU
GTG prugama postavljena je indikacija za daljinu analizu 17p11.2 kromosomske regije (Slika
iT XeX &/", v 0]l}u % }3AE pyl.2pll.2ckroiriosdraske regije (Slika 32b.). Kod
ispitanice je postavljena dijagnoza Srdiflagenis mikrodelecijskog sindroma.

Kariotip 46,XX.ish del(17)(p11.2p11.2)(RAI

Slika32.~ « W €& ]i ov] | E]}8]% X <E}u}e}u i6U EAbWISHGRalzi (KBIv A 066
45101 MillerDieker LIS (17p13) SpectrumRed / Svtmenis RAI (17p11) SpectrumGreen, Kreatech)
zelena strelica pokazuje kromosom s delecijom probe za PAFAH1B1/LIS1 gen.
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13.CRD60tT vel ]*%]3 v] U 16 P} ]vnozah R Buctus BoRalli. GTG
prugama postavljena je indikacija za FISH analizu kromosoma 7 (Slika 33a.). MLPA analiza
subtelomera (P036, P070) i mikrodelecijskih sindroma (P245, P297) pokazala je uredan nalaz.
FISH analiza potvrdila je deleciju kromos#irg segmenta 7931.3132.3 (Slika 33k33d.).

Kariotip 46,XX,del(7)(931.31932.3)

Slika33.~ « W & ]i ov] | E]}38]% X <E}u}e}u 6U EA v TAi 1] }iv A E
profil kromosoma? @A v 1TAi 1] }iv A %}I] ]lip o ]i X
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Slika 33(c) Rezultat BAC FISH (RBR22170 (SpectumGreen), WCP7 {BIDC)) pokazuje prisuist
crvenog signala samo na jednom kromosomu. (d) Rezultat FISH analize upotrebom SPEC MET/CEN 7 Dual
Color Probe, ZytoVision.

14. ST145 t Up“l] ]*%]& v]IU o P} Jv X h%udv ]i Pv}i W Z/WX
HSAE v] i u}l]v] | E]BYSX aD/VYyyW PiJu ~ % y ] % 2z % }SA
47 XXY[47,XYY/[45,X/?45,Y/46,XY

Kariotip:mos 47,XXY/47,XYY/45,X/?45,Y/46,XY
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15. CRD67 t T vel Je%]3 v] U i1 P} ]v X h%udv li Pv}l V Z
IE}ulelu HSAE v i I|E}uleluel 1% El EAe%}I{EGuU}eIu 10 ~20]l 18
Z ] UWSAE JA Vvi %}E]ilo } 3v}P u 3 Elio v IE}ulelup i6 p ]
w S 0oju E ~70]l id XeX &/~, v o]i}u pSAE v it354.)olkplmica E i
ima segmentalnu trisomijudn24.3>qter i segmentalnu monosomije 18p11:2pter

Kariotip:46,XX,deg18)t(10;18)(q24.3;p11.22)

Slika34.~ « W & ]i ov] | E]}8]% X <E}u}e}u ioV EA v TAi 1] }iv A E
analiza subtelomera. Rezultat P036 MLPA kita, pla¥&E 0] }Iv A % E} p 1 op & oju Ep i
eSE 0] }Iv A %E} pl epu 3 o}u Ep i0%X
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Slika 35(a) BAC FISH analiza pokazuje duplikaciju probe- 5823 (BIGFITC). (b) BAC FISH i WCP 10
analiza pokazuju duplikaciju probe RAEBM6 (DIGRhodamint crveni signali) i segmenta WCP10
probe (DEAQ plava boja). (c¢) Uredan nalaz BAC FISH i WCP 18 analizd {RP18/DIGRhodamint
crveni signal i WCP 18 DEAGava boja). (d) BAC FISH i WCP18 analiza pokazuje deleciju probe RP11
835E18DIGRhodamint crveni signal) i segmenta WCP18 probe (DEpI&va boja).
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5.1.2. Aberacije detektirane GTG prugama kod ispitanika s dijagnozomaSD

GTG analiza kromosoma provedena je kod 24 ispitanika s dijagnozowa. K8D 3()
ispitanikadetektirane su kromosomske aberacije.

Epuu E] 1] ] *SEUISUEV] IE}uletuel] %} E u i] }ISIE]A vRhI} 1+%]5 v
46,XX[58]/46,XX,r(22)(p12q13.3)[42]
46,XY,der(16)t(16;21)(p11.2;q11.2)mat
46,XX [99]/47 ,XXL4,+r(14),+r(14)[1]

Kromosomskeaberacije detektirane GTG analizom kod ispitanika s dijagnozora ASD
]Jo ep vpu E] | E ]i Uii9 ~ilie ] eSEUISPEV %o E}ul]i v U 069 -

Slika 36Kromosomske aberacije detektirane kod ispitanika s dijagnozorreASD

U nastavku poglA o § 0iv} i }%o]e v A I] % hiu ] V]]Zv]oedE plSpE\
IE}u}leluel] %}E u i }SIE]A v] 'd" v o]i}u I} J*%JSteldu i Pv
vA v A } 8v vo]l ~&/"UD>W U «IlA v ]Evi Jo] ', p]lv
molekularne karakterizacije otkrivenih aberacija.

74



1. ERFO12tT vel ]¢%]3 v] Ui P} ]v X h%pusv Ji Pv}i W ~ X Vv c
v Vv i E]vP |E}u}-e}wantliziardt thetafaza (Slika 3X+X &/~, v o]l}u p3AE v
delecija 22 regije ringkromosoma (Slika 37b. i 8§. MLPA skrining subtelomernim setovima

% E} %}l 1} i VIEU OV E Ipod 38U 3}l ey o 8}A] % E} 1 u]JlE} o
spektar pokazaldeleciju SHANK3 gena (Slika XX @E& C ', v o]ilu %}3AE v i
T« IE}u}etuel E Pli U S i %E&E ]Jiv} pSAE Wod A o] Plwello ETH
(Slika 39

Kariotit 46,XX[58]/46,XX,r(22)(p12913.3)[42]

Slika37@W @& ]i ov] | E]}3]% X @EA v +3E o] }lv dhalifhpuliRelb@ere}e}u 11X -
iT¢ ~rd 1< "% SEPU'E VU <E § Ze %o}l lpi o Jipv E]P IE}u}e}u
*3E 0] JueX ~ ¢ &/*, v o]l (]111]Z 8§ o}u E ~W E &/, U 1} %}l Tpi
~}Iv v EA v}u «3E 0] }ueX

75



Slika38(a) *Z u &+1] % E]l 1 EE C ', & ipod & 1 IE}u}elu TIX Wo A «3CE
§ 13]E v p%o]l Jip Ji o §i<iiXiT %EuUP 1P v X ~+ W}]1i |]Ao]]
HIn% Vv % }%]e P v 1 ZA v epu 8§ o}u Ev & PJi HkiiXAX WaoA JE vu
22q911.22 regiju bez gena.
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2. ERFO21 up“l] ]*%]S v]IU 0 P} Jv X h%ousv li Pv}l w »

Hui E v] Z/WU WI}IE u i E IA}i P}AYE Jil]ll UV +% ](] vX
kromosomska translokaaijkoji zahA [E}u}letu (0 ] Tiad Aardlizond roditelja
HSAE v} i i IE}u}etueli SMErQvieO N ]} u il ~"o]lc.).TRILRA] 10

analiza subtelomera (P036, P070), mikrodelecijskih sindroma (P245, P297) i set proba za
autizam (P33) pokazala je uredan nalaz. FISH analiza pokazala je balansirani giruktur
%}E u | ~"XPXTEEE C ', v olllu I} ]*%]3 o]l ]ipAE Jw iiD v
16p11.2 za koju su poznate varijacije u broju koggd zdravih kontrola (Slika 40&0b.).

Kariotip:46,XY,der(16)t(16;21)(p11.2;q11.2)mat

Slika 39 (a) Parcijalni kariotip ispitanika. (b) Parcijalni kariotip mame. (c) Parcijalni kariotip tate. (d) FISH

analiza (WCP 16/DiRhodamin crveni signal; CEP16/DEAC plavi signal; WCBEZI(EG Tpus] «]Pv oV

21/SpectrumGreen zeleni signal) Lijeva strana slike prikazuje parcijalni kariotip mame, desha strana slike
prikazuje parcijalni kariotip ispitanika.
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Slika 40(a) Shematski prikaz array rezultata za kromosom 16. (b) Pozicijaliweli S IS]E v o J]i U
8 %}%]e P Vv 1 ZA v E Pli i0%iiXi
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3. ERF22 t T vel Je%]3 v] U A P} ]Jv U h%pudv ]i Pv}il W A~ L
WIE u i Z]% E I58]Av}e3bnmd bterdotipnim pokketima. Analizom kromosoma
USAE v i MN@&E4BE]% pu A Jv] v o]I]E v]Z 8 v] U < Jdmdsémhiau i v e
14. (Slika 41X« X oiviju &/*, v o]l}u vli ]o} ulPp  %}SAE ]3] @
Sveukupno je analizirano 100 metafaza. MLPA analiza subtelomera (P036 i PO070) i

mikrodelecjskih sindroma (P245 i P297) pokazala je uredan nalaz. Radi uputne dijagneae ASD
I pu3]l u |pzona MB)}GABBB3 o Jip

L lviv i D>W v o]l e« 3}u % E}
gena (Slika 41). Sekvenciranjem dijela egzona 9(7) GABRB3 gena unutar kojeglaze
0 3]E v D>W % E} HSAE v i upd ]48A>Ak)Siuadld. E ' ~idi

Kariotip46,XX [99]/47,XX4,+r(14),+r(14) [1]

Slka4l ~ « < E]}PE uX @A v 1Ail] }v A E&]vP IE}u}e}u idX ~
seta proba pokazalai o Jip Pl}v 8~6« ' Zi Pv ~}iv v} EA vlu +3E
ATA v ]E viu ]Jio Pli}v 6-~0- Zi Pv $IS]E v i upd Jisl % E}u

crvenom strelicom) unutar sekvece MLPA probe.
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5.2. Aberacije detektirane MLPA analizom

5.2.1. Aberacije detektirane MLPA analizonod ispitanika s dijagnozom RIP urednim
nalazom GTG analize

MLPA analiza provedena je kod 340 ispitanik s dijagnozora RtFprethodno uredan
nalaz GTG analiza. MLPA analizom otkriveno je 39 kromosomsk#cigbdod ukupno 10,3%

ispitanika s dijagnozom R#P(35/340)(Slika 42a.X h 609 sop i A ~iilife }SIE]JA v i
IE}u}letuel E ]i X h 69 eop i A ~ilifie § IS]E v +p AJi E
E 1o] 18 IE}u}elu X h 19 eop i A ~iliie S I18]J]E v Ali IE}u}e

kromosomskog segmenta (del¢i ]i o P v ] % @E&}ui v u S]o Ji*l}P ¢S Spue X
~{lTAe SIS]E v +u SE] E ]i ]+3}P IE}u}e}u U o] E lo] 18]z
"E (] 1] %edlatd nalazi se na slicild2

Slika 42aRezultati MLPA analize kod ispitiea s dijagnozom R Na slici je prikazan broj ispitanika
dijagnosticiran po pojedinim MLPA setovima proba.
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Slika4d. 'E& (] 1] % E]l | E luod go bdjuAberavijaooddtektiranih kod ispitanika
aberantnim MLPA nalazordkupno jeotkriveno 39 kromosomskiaberacija kod 35 ispitanika.

Popis aberacije detektiranih MLPA analizom kod ispitanika s dijagnozom RIP i urednim nalazom
GTG analize

Mikrodelecijski sindromit detektirana je delecija 17 gena, te duplikacija 6 gena i dupliia
jedne kromosomske regije

delecija CD160 gena (gen unutar kromosomske regije TAR sindroma)

delecija CLDN5 i GP1BB gena (DiGeorge sindrom)

delecija CRR9 gena (@u-chat sindrom)

delecija CRR9 i TERT genadGhat sindrom)

delecija DMD gena (Duclwvev u]“] Jv  ]J*SE}(]i -

delecija ELN i LIMK1 gena (Williams sindrom)

delecija LLGL1, LPRC48 i RAIL1 gena (8hagbknis sindrom)

delecija NDN, SNPRN i UBE3A gena (RWdkAngelman sindrom)

delecija SEMA7A gena (15924 mikrodelecijski sindrom)

delecip SNAP29 gena (DiGeorge sindrom)

duplikacija 1g21.1 regije (1921.1 mikroduplikacijski sindrom)

duplikacija 1g21.1 regije (1921.1 mikroduplikacijski sindrom)

duplikacija CHRNA7 gena (gen unutar 15913 mikrodelecijskog sindroma)

duplikacija CLDN5, GP1BENAP29 gena (22911.21 mikroduplikacijski sindrom)

duplikacija SNAP29 gena/duplikacija CHRNA7 gena (gen untar kromosomske regije

DiGeorg sindromajen unutar 15913 mikrodelecijskog sindrogma
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<E v]}( ]i ov] %otld&ektirana]je 1 delecija i 2 duplikacije
duplikacija FGFR3 gena (4p16.3)/duplikacija egzona 3, 4 i 7 RUNX2 gena (6p21)
delecija egzona 1 MSX2 gena

Telomeret detektirano je 8 delecija i 4 duplikacije
delecija 1p36
delecija3p26.3
delecija 4935
delecija 8g24.3
delecija 13934
delecija 19913
delecija 21922.3
delecija SYBL1 gena
duplikacija 5p*
duplikacija 15911
duplikacija 17p13.3
duplikacija 22913.33

FRAXt detektirane su 4 kromosomske aberacije (3 metilacijskepfene i 1 delecija)
metilacija promotora FMR1 gena*
metilacija promotora FMR1 gena
delecija egzona 1 FMR1 gena/metilacija promotora FMR1 gena

MRX t nesindromskit detektirane su duplikacije 3 gena
duplikacija RPS6KA3 (Xp22.12), ARX (Xp21.3) i GDI1 X028

Prader Wili/Angelman sindromt detektirana je 1 kromosomska aberacija
Angelman sindrom (UPD)

ASDtdelecija 1 egzona gena
delecija egzona 9(7) GABRB3 gena

* ispitanika STLO6 (dvije kromosomske aberacije)

U nastavku poglavlja detaljno je opis *A 1] %0 }i dberanthinalazMLPA analize
kod ispitanika s dijagnozom RaRuz prethodno uredan nalaz GTG ana¥zeh sop i AJu P i i
bila potrebna precizna molekularne karakterizacije otkrivenih aberacija provedene su dodatne
analize (FISH, ML) « |A v JE vi ]Jo] ',* 1}i g % E]l T v I} <A I}P %}i ]
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1. STO02 t T vel J*%]3 v] U id P} Jv X h%psv li Pv}i W Z/W
mikrocefalija. Kultura limfocita nije rasla u 3 navrata. MLPA analizom subtelomera P036 setom
proba detektirana je delecija 13934 kromosomskog segmenta koja jeCgotw  Widi ¢ S}u
proba (Slika 43.

Slika 43MLPA analiza subtelomera. Lijevo je prikazan rezultat PO36 MLPA seta proba, na desnoj strani
prikazan je rezultat PO70 MLPA setaprobEA v «3E o] }iv A D>W % E} p |l i«

2. ST175 t1 vel ]*% ]38 v] U @Al P} Jv X h%pusv ]i Pvil X Z/WX
% EUP X D>W v o]i}u u]lE} o Ji®l}P « 3 %E} ~Widiie usAE
postavljena dijagnoza ifu Chat sincbma (Slika 44.

Slika 44 MLPA mikrodelecijski set proba P245.
EA v «3E o] }iv A %E}pul Z2zd P vX
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3.STOOL t T vel Je%]38 v] U 70 P} ]v X h%pudv ]i Pv}l V Z/WX h

GTG pruga. MLPA analizom seta proba za craniofacij#a}@® u i uSAE v i M %o 0]l
&'&Z71 P v ] pu®o]l ]i Pi}v iU &8 ] 6 ZhBEydviRna eksperitn@ia)E 10] |8
(Slika 4XX E& C¢ ', v o]l}u v]i pSAE v H% o]l ]i v A v]

Sekvenciranjem FGFR3 i RUNX2 genanjsupr v. ups 1i X

Slika45D>W v o]l Widi * 8§ % E} X Wo A «3E o] }iv A %d
za FGFR3 genai egzona 3, 4 i 7 RUNX2 gena.
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4, STO18 t up“l] ]*% ]38 v]IU iA P} Jv X h% pdv i Pv}l W-Z/WX hd@
pruga. MLPA analizom setomjpr I |IE v]}( ]i ov %}E u i ijdAg®navl i 0
MSX2 gena (Slika 4&+X ~ IA v JE viu Jio Pi}v i DAyl Pv uSAE v
promjena na jednom lancu C>CG na 13. po redu nukldddéA probe (19348A>AG) (Slika
46b.).

Slika46~ « D>W v 0]i Widl * & %E} X EA v *8E o] }v A %E}
ANJA v ]JE viu Pi}v i DAYyTI P v USAE v i upd Jiel % E}ui v E ' }lv
strelicom.

5.SFO15t up“l] J*%]3 v]IU Ti P} Jv X h% pdv Jile2ahdlixk /WX hE
pruga. MLPA analizom za mikrodelecijske sindrome (P245) detektirana je delecija SEMA7A gena
u dva odvojena eksperimenta (Slikd@aX+X @& C ', v o]i}u v]i uSAE v 0 ]
PvX?AIAvVv]EvVvViurDO6 Pv v]epg pSAgeney upsd Jiel % E}

Slika47D>W Uu]lE} o Jiel] * § % E} ~WidAeX WE} | ~ D6 Pvl}iv v
(a) prvi eksperiment i (b) drugi eksperiment.
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6. STOO8 up“I] ]1*% ]38 v]IU 81 P} Jv U h%pusv ]i Pv}i W Z/W pul lo
sindroma. Wedan nalaz analize GTG pruga. Radi uputne dijagnoze napravljena-N&_RIS

analiza koja je pokazala duplikaciju egzona 7 UBE3A gena, te aberantni metilacijski profil PW/AS
kromosomske regije. Prema rezultatima metilacijskog profiliranja obje genspije su

metilirane (Slika 48). Dodatna analiza UBE3A gena zasebnim setom proba (P336) agkazal
normalan rezultat (Slika 48). Ispitanik ima uniparentnu disomiju kromosoma 15 i postavljenu
dijagnozu Angelman sindroma.

Slika 48(a) MSMLPA analiza brajkopija (lijeva strana slike) pokazuje duplikaciju egzona 7 UBE3A gena

(plava strelica), metilacijsko profiliranje (desna strana slike) pokazuje dvije nemetilirane kopije SNPRN i
EEPVX ~e«D>W vol]l h i PvX WoA TAil] vajamu (A22Dd,&Z 06
mutacija).

7. SF199 t T vel ]*%]8 v] U 8i P} ]v X h%pudv ]i Pv}il W Z/W.
UJIE} o Jiel}P « & % @E} ~Widii-ae§zh@ 1% SATB2 gend i(Slikd.49
AMA v JE viu Pi}v it~ d1 P v v]epushkeplotijerv upd i

Slika 49MLPA mikrodelecijski set proba P245.
EA vV «3E o] }v A %E}pul PI}viirdiPvX
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8.SFO0 t up“l] 1*% ]38 v]IU Ao P} Jv X h% pudv ]i Pv}Ii W Z/WX hE
pruga. MLPA analizom za mikrodelecijske sindrqi®297) detektirana je duplikacija CHRNA7
Pv UI} i %}35AE lizonDPS¥WB setem proba (Slika.p0

Slika 50MLPA mikrodelecijski set proba (lijeva strana slike) i MLPA analiza setom
proba za autizam (desna strana slike). Crvene strelice ozh ip % &} 1 ,ZE 6 P vX

9.STI71 t T vel ]*¢%]3 vl U &A P} ]v X h%pudv ]i Pv}il W Z/WX
'd'" % EPUP X "p § o}u Eviu v o]l}u Widi « 3}u % E} up Ana} Ali v
je delecija 8924.3 (Slika 51a. iB)L Analizom @36 setom proba dobiven je normalan nalaz.

Slika 51Subtelomerna MLPA analiza PO70 setom proba. (a) prvi eksperiment (b) drugi
le% EJu v3X @EA v «8CE o] }iv A D>W % E} pl 6
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10. ST062 t T vel ]*%]3 v] U 16 P} Jv X h%PuSNPA hnaitaohi 24/ Z
mikrodelecijske sindrome (P245) detektirana je deleciENNSNPRN i UBE3A gena (Slika) 52
MSD>W v 0]l}u %}3AE v i o kdpije naveddror Gena (Slikatbs® Kod
ispitanice je postavljena dijagnoza Angelman nta.

Slika52( « D>W u]lE&} o Ji*l] « § %E&} ~WidofieX o ]i E EU "EWZE ]t
crvenim strelicama. (b) MBILPA analiza. Lijeva strana slike prikazuje analizu broja kopija, desna strana
metilacijsko profiliranje. Deletirane su métne kopije NDN, SNPRN i UBE3A gena.

11 STO95 t up“l] J*% ]38 v]IU fid P} Jv X h%pudv ]i Pv}i W Z/WX
GTG pruga. MLPA analizom subtelomera P036 setom proba detektirana je delecija SYBL1 gena
1}i i %o} 3 ARE7O WILPA setom probadil@ 53).

Slika 53MLPA analiza subtelomera. Lijevo je prikazan rezultat PO36 MLPA seta proba, na desno strani
% E]l T vi E Iposd § Widli D>W ¢« 5§ % E} X EA v «3E o] }v A C
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12. STO70 t T vel ]+*%]3 v] U i@utRg dijagXoza: RIP. Uredan nalaz GTG
% EUP X D>W v o]l}u i u]lE} o Jisl e¢]v E}u pu3AE v i p%o]l
te duplikaga CHRNA7 gena (P297) (Slika 54a. iX4X @E& C ', Vv 0]l}u %}SACE
H% 0]l ]i ,ZE 6 P v U & [i%©3Ad VA o] Jv 87 <I}v pAleoiiXpii ]
SNAP29 gen (55a. il

Slika54X ~ « D>W Uu]lE} o Jiel] » & % &} ~WIidfAes %0 A +3E o] 1}iv A
D>W Uu]lE} o Jiel] » 8 % E} ~Wid6s % 0zACHRNB7@gna.}iv A % E}

Slika55( » "Z u §+1] % E]l I EE C ', & Ipos & 1 IE}u}e}u ifi ] 11X Wo A
JEIE]A v E ]i X ~+W}H]li 1Aol]v &IS8]E Vv]Z & ]i US§ %)%]
Wo A TAi I ] Hbdatnd\otkrivene aberacije
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13. STI06 t up“l] ]*% ]S v]IU i1 P} Jv X h%o pusSv li Pv}il W Z/WX
analize. MLPA analizom subtelomera P036 setom proba detektirana je duplikacija 5p koja je
%o } § A EPOT0 MLPA setom proba (Slika 56a. h.R6MLPA analizom setom proba za FRAX
MSAE v i u 8Jo ]i &DZi P v § i %}*3 Aodindormpi(Fikg b7a&iE PJov]
57b.).

Slka56~ « D>W v 0]l sp 8 o}Ju E ~Wiido « § % E} X Wo A «3E o] }iv
analizasubteju Ev ~Wibi » § % E} X Wo A «3E o] }iv A %E} |

Slika 57MSMLPA analiza. (a) Normalan rezultat analize broja kopija.
(b) Metilacija promotora FMR1 gena.
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14.ST141 t up“l] J*% ]38 v]IU i1 P} Jv X h%pusdv ]i PwniizZW\GEBGW X h@E
pruga. MLPA analiza setom proba za ASD pokazala je delgegnae9(7) GABRB3 gena (Slika
58a.). Sekvenciranjem dijela egzona 9(7) GABRB3 gena unutar kojeg se nalazi deletirana MLPA
%% E} HSAE v i upd Jiel % Eluiv E ' ~20]l 08 XeX

Slka58X ~ « D>W v 0]l * 8}u % @E} | "~ X EA v «3E o] }Iv A %E
ANJA Vv ]Eviu Jio Pl}v 6~6«"' ZiPyv SISJE v i upsd Jiel % E}ui
crvenom strelicom) unutar sekvece MLPA probe.

15. ST153 t u p“lippitanik, 37 godina. Uputna dijagnoza: RIP. Uredan nalaz analize
'd'" % EPUP X "p § o}u Eviu v o]l}u Widi « 3}u % E} u A } Aliv
je duplikacija 22q13.33 (Slika 59a. b§9Analizom P036 setom proba dobiven je normala nalaz.

Sika 59 Subtelomerna MLPA analiza PO70 setom proba. (a) prvi eksperiment (b) drugi eksperiment.
Wo A «3CE o] }Iiv A D>W % E} pu I 11«iiXiiX
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16. STL77t1 vel ]*%]3 v] U 0i P} ]Jv X h%ousv ]i Pv}l W Z/WX I
GTG pruga. Subtel®@mom analizom P070 setom proba u dva odvojena eksperimenta uwr
je delecija 19913 (Slika 60a. 6P Analizom P036 setom proba dobiven je normalan nalaz.
ANJA v ]JE vi Jio ,DWI P v ~id<iie vlep v v ups Jiel % E}ui v

Slika 60Subtelanerna MLPA analiza PO70 setom proba. (a) prvi eksperiment (b) drugi eksperiment.
EA v «3E o] }Ilv A D>W % E} pl id<iiX

17.STF178 t up“l] 1% ]38 v]IU Ad P} ]Jv X h%pudv ]i Pv}l W Z/WX hE
pruga. MSMLPA analizom setom proba z&Z y uSAE v i u 8]Jo ]i &DZi P v
postavljena dijagnaz Fragilnog X sindorma (Slika 61a.b.h1

Slika 61 MSMLPA analiza FMR1 i AFF2 gena.
(a) Normalan rezultat analize broja kopija. (b) Metilacija FMR1 gena.
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18.SF194 t up“l] ]+ %o,]& gddine. Uputna dijagnoza: RIP. Uredan nalaz analize GTG
pruga. MLPA analizom subtelomera P036 setom proba detektirana je delecija 3p26.3 koja je
%o } § A @PO07AD MLPA setom proba (Slika 62a.d.52

Slika 62(a) Subtelomerna MLPA analiza P036 getda. Crvena strelica
v A % @E} pl i%X ~ e« Ay 8§ oju Ev D>W v o]l Wiodi *§ %E} X E
za 3p.

19. ST200 t T vel Je%]3 v] U fAd P} ]v X h%usdv ]i Pv}I W Z/W
UJIE} o Jiel}P « 3§ % E} Jadéddija LLSAXH PRC48 i RAIL gena i postavljena
dijagnoza Smit-Magenis sindroma (Slika §3

Slika 63MLPA mikrodelecijski set proba P245.
EA v ¢SE o] }v Aip %E} 1 >>'>{U>WZ36]1ZI/iP v
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20.CRA57 t upn“l] ]*%]S v]lle. Uputnh fliyagnoza: RIP. Uredan nalaz analize
GTG pruga. MLPA analizom subtelomera P036 setom proba detektirana je duplikacija 15911
1}i i %o} 3 ARE70 WMLPA setom proba (Slika 64a.d.54

Slika 64 (a) Subtelomerna MLPA analiza P036 seta prib@. A «3@E o] }iv A % E} p | ifd«i
Au$ oju Ev D>W v o]l Widi « 8§ %E} X Wo A «3E o] }lv A

21. ST229 t up“l] ]*%]S v]IU 66 P} Jv X h%ousv li Pv}i W Z/W
mikrodelecijskog seta proba P245, u dva odvojena%. E]Ju v3 u&Aldkecija SNAP29
gena (Slika 65a. i65X+X ~ |A v JE viu ]Ji o Pl}v i ~“E Wid P v v]epy p3A
promjene.

Slika 65MLPA mikrodelecijski set proba P245.(a) prva analiza. (b) druga analiza.
EA v <3E o] prpbuza 8NAP29 gen.
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22. CRDO17 t up“l] ]*%]S v]IU Ti P} JvpX h%opusSv li Pv}I W Z/WX
pruyga. MSD>W v 0]i}u * 3}u % E} 1 &Z yiauégkdEa IF-MR1 gema (Slika
66a. i 6®.) Kod ispitanika je postavljena dijagnoza FRAXoma.

Slika 66 MSMLPA analiza FMR1 i AFF2 gena. (a) analiza broja kopija pokazuje deleciju egzona 1 FMR1
gena. (b) metilacijsko profiliranje pokazuje prisutnost metiliralnog FMR1 gena. Crvene strelice
v Aipg %E} | zZzZd6]d zd P v X

23 SI-320 t up“l] J*%]18 v]IU Ai P} Jv X h%ousSv li Pv}i W Z/wW
UllE&} o Jiel}P « § % E} ~Widfie WSAE v | o J]i >E ] >/D
dijagnoza WiiamstBeuren sindroma (Slika §7

Slika 67MLPA mikrodelecijski set proba P245.
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24, ST228 t T vel ]*%]3 v] U id P} Jv X h%pudv ]i Pv}l W Z/WX F
GTG pruga. MLPA analizom subtelomera P036 setom proba detektirana je duplikacija 17p koja
i % }5A @070 MLPA setom proba (Slika 68a. b.h8ArrayCGH analizomSAE v |
duplikacija 10 % iiXi A o] Jv 8i1 < d)0]l 06 X ] 06

Slika68( » "u & o}u Ev D>W v o]l Wiido « § %E} X Wo A «&E o]

% @E} U1 10%X ~+ ~u & oju Ev D>W v o]l Wi6l & %E} X Wo A <&

SZ u §:l] %E]lI 1 EEC ', & lpos 8 1 IE}ulelu i6X ~« WHITi 1A o]]
%}%]* *A]Z P v plzZA v}i & Pli]X
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25. ST335 t up“l] J*%]% v]IU o1 P} ]v X h%pusv i Pvii W Z/W

mikrodelecijskog seta proba P29BAE v | H% o]l ]i i<«iiXi & P]li ~,& iU W
CD160, PRKAB2, FMO5, B@IERP6, GJA5, GJAS geni) (SlikeXe9 EE C v o]ilu % }SAE
duplikacija 1g214<71iX71 & P]i A o] ]Jv oUi D X u%o]l ]i i<ii i (Jv]E v
sindrom

Slika69D>W Uu]lE} o Jiel] * 8 % @&} Wi66X Wo A «3E o] }iv A ip % E}
CD160, PRKAB2, FMO5, BCL9, ACP6, GJA5, GJAS8 gene.

26. ST334 t up“l] J*%]18 v]IU AA P} ]Jv X h% psSv li Pv}il W Z/W
analizom P070 setn proba u dva odvojena eksperimenta @& Vv i o ]i 0«if. ~~o]l O]
Analizom P036 setom proba dobiven je normalan nalaz.

Slika 70 Subtelomerna MLPA analiza PO70 seta proba.
EA vV «3E o] }Iv A %E} pl 8<«iX
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27. SF258 t up“l] ]e*%0]55vdddina. Uputna dijagnoza: RIP. MLPA analizom
UJIE} o Jiel}P ¢« 8 % E} WIid0 USAE v i u%o]l Ji i«TiXi E P]
CD160, PRKAB2, FMO5, B@IGR6, GJA5, GJAS8 geni) (Slikae KL &/”, Vv 0]l}u %}SAE v
duplikacja 1921.12921.3 regije (Slika 7). Duplikacija 1921 je definirani mikroduplikacijski
sindrom.

Slika71(@ D>W u]lE} o Jiel] « § %o @E} WI06X Wo A «3E o] }iv A iu %
PEX11B, CD160, PRKAB2, FMO5, BCL9, ACP6, GJA5, GJA8 gene. (n&aiAL (RBHBAL5I20 t
crveni signal, RP144P6 t zeleni signal) potvrdila jguplikacija 1g21.4921.3 regije. Duplikacija je

}Jiv. v EA v}iu *SE o] }uX
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28.ST260t 1T vel ]*%]3 v] U 10 P} Jv X h%usdv ]i Pv}il W Z/WX I
Gpruga. MLPA & o]i}u u]lE} o Jisl}P « § % E}je delédja QDIB0TEenw
(Slika72XeX EE& C v o]l}u u3AE v i o ]i i<«1iXi Aedglepija iid < U
CD160 gena (Slika 72b. ic72

Slika 72 (a)MLPA mikrodelecijski set prob&/ T6 6 X @EA v +3E o] }Iv A % E} pl ~E
AZ U Eel] %E]ll EE C E ipos 8 1 IE}u}eju iX ~+« WH]1i 1A o]]v &
% }%]e P v 1 ZA v]Z & P]i X
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29. CRDOL t up“l] ]*% ]38 v]IU &6 P} Jv X hRiPBMD. ViLAAvgralizom
UJIE} o Jiel}P « 3 % E} a\jeiddiecijes ANID gena (Slikaa73 Array CGH
v ollju & I8]1E v i 0 ]i y%1iXi%iiXi A o] Jv iUO D I}i
povezan s X veznim RdPn (Slika 73b. i %3). Kodispitanika je dijagnosticirana Duchenne
ul“l] v ]*8E}(]i AT v pl y%ii u]JllE} o Jiel] *]Jv E}uX

Slika 73(a) MLPA analiza mikrodelecijskog seta proba P245.

EA vV «3E 0] }Iv A %E}pul D P VX ~e"rZusdel] ®EG I E

W}illi 1Ao]l]lv §IS]E v E J]i US 1Ju%o0 § V %}%]s P
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30, CRD51t1T vel Je%]3 v] U 1i P} Jv X h%pusv ]i Pvil W Z/WX
v 0]l X D>W v o]i}u ul]lE®} o J]isl}P « § % E} CMINSi GPIBBE v i
gena (DiGeorge si E}lu IE]S] v E R FISHamblizomdpotvry i o Ji iT«ii
(Slika 78.) i postavljena dijagnoza DiGeorge sindroma.

Slika74~ « D>W v o]l u]lE®} o Ji*l}P « 8§ % E} WIidiKez&E@NDN5¢SE o] ]
GP1BB gene. (b) FISH analiza (DiGeorge Region-R®IBEUPLEL (HIRA) crveni signal/TelVysion 22q
l o v] *]Pv oU 188« %o}l Ti o Jip 7i<ii & P]i ~IE}u}e}u }Iv v CE,

3L ST221 t 1T vel 1% ]38 v] U 80 tRa} dijagdozér 9RIP. MLPA analizom
ullE&} o Jiel}P « 8§ % E} ~Widfe USAE v | o ]i Z726 |1 d
dijagnoza Crlu Chat sindroma (Slika :J5

Slika 75MLPA mikrodelecijski set proba P245.
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32. CRD18 t up“l] ]*%]8 v]lUa.ildiputha {iyagnoza: RIP, nerazvijen govor.
h@& v vol 'd %EPP X ~p $ o}u Eviu D>W v o]l}u Widi « 3}u
delecija 2922.3 (Slika 76). Subtelomerna MLPA analiza P0O36 setom proba pokazala je uredan
nalaz. Array analizom detektirana jed ]i Ti<1TXi A o] ]¢i 1P ZA AT P v
(Slika 76b. i 78).

Slka76X ~ » “u § oju Ev D>W v o]l Wiodi « 8§ %E} X EA v +3E o] 1}
AZ uSel] WE]IT EE C ', E Ipos 8§ 1| |E}ulkedetékiane abdvagljp, @ pdpid o] ]v
*AlZ Pv I ZA v & PJi X
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33. CRD26 t up“l] J]*% ]S v]IU Ti P} JvpX h%opusSv li Pv}I W Z/WX
v o]l X D>W v o]i}u u]JlIE} o Jisl}P « & % ®E} WIidA uSAE v i
i SNAP29 gen (DiGeorge si E}lu IE]S] v &E P3) Array*arfdlizomddetektirana je
H% 0]l ]i 1TT<iiXTi A o] Jv TU6 D I}i 1}i}u5.@GP}BBZ ANARZ9 geniE
(Slika 77b i Slika €Y.

Slika 77(a) MLPA analiza mikrodelecijskog seta proba P48/ 0 A «3E o] }iv A iy % E} p |
'"Wi ] "E Wid P Vv X ~ X "Z u 3¢I] % E]l Il EE C ', E Iposd 3 1 IE}u}e}
& 18]E v E ]i U %)%]* *AlZzP v 1 ZA v & PJi X
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34. CRAO55 t up“l] ]*% ]S v]IU id P }dijagnozdr ‘RIpSuredan nalaz GTG
pruga. MLPA analiza setom proba za nesindromski X vezani RIP (P106) pokazala je duplikaciju
ARX, GDI1 RPS6KA3 gena (Slikaa).8ArrayCGH analizom detektirana je duplikacija Xq28
A o] Jv iUl D} nzA ' /i Kaw8bNd8.)

Slika78~ « D>W v o]l Wiido ¢« 3 %E} X Wo A +3CE o] }Iv Aipg %E} I
~ e AZ U 3°l] % E]lI 1T EE C ', E Ipos § 1 IEYulelu yX ~« W}i]li ] Ao
%o}%o]' 'A]Z P v égIEA \Y E
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35.CRD80tT vel ]e%3 v] U ii P} ]v X h%usdv i Pv}i W Z/WX h
GTG analize. MLPA analizom subtelomera P036 setom proba detektirana je delecija 1p36 (Slika
0f XeX &/, v 0]l}u % }&lar@rna delecijepl@s6 (Slikedb. i 72.) i postavljena
dijagnoza 1p36 mikrodelecijskog sindroma.

Slika79~ « "p § o}Ju Ev D>W v o]l WIiio «§ %E} X EA v «3E o] }lv
FISH analiza (LS| p58 (1p36) (crveni signal)/TelVysion 1p (zeleni signal)/L8atiggnal), Abbott)
EA v «SE o] }iv A 0i%iT0X ~ ¢« &/™, v o]l ~~d i%% E ~ EA v] *]F
}iV A 0 i %o X
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5.2.1. Aberacije detektirane MLPA analizom kod ispitanika s dijagnozom ASD i urednim
nalazom GTG anakz

MLPA analiza subtelomera, mikrodelecijskin/mikroduplikacijskih sindroma, te

IE}uletuel]Zz & Pli % 1(] v]Z 1 N % EYA v i 1} Ti-de%]8 V]I
v o]1}u v]ep % E}v v IE}u}leluel E ]i X <} i V}IP ]*%]S
kromoe}us| E ]i 'd" v ol]ljuu 8 i D>W v o]ilu u3AE v }

(ispitanica ERB22 t nalaz naveden na stranici 78.).

AXTXTX D>W v o]l ]*%]8 v]I = E ]Jiu pSAE v]u 'd'" v o]l}u

MLPA analiza proveden ja kod ukupno 11 ispitanika s@b ]i u pP3AE v]u 'd’
analizom. Uablici 12prikazan je broj ispitanika i tip aberacija detektiranih GTG analizom kod
kojih je provedena daljnja MLPA obrada.

Tablica12/¢%0]5 v] ] E Jiu pSAE v]u ' JVAGETI} v 1} oliMBbliA>W v

. N o Uputna
Tip aberacije Ispitanic N Ukupno
P ! pranicl dijagnoza "P
nebalansirane translokacije ST225, CRD08, CRD67 RIP 3
balansirana translokacija ERFO21 ASD
oivi v o]l } & CRD45 (# 1)
: N RIP 3
kromosoma/kromosomskih regij; CRZ60 (# 7)
marker kromosom STF144 (80%) RIP/ASD 1
hiperdiploidija ST012 (6%) RIP 1
ERFO22/ring 14x2 (1%)
ring kromosom ASD 2
ERF012/ring 22 (42%)
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5.3. Aberacije detektirane aCGH analizom

P}%o] e E ]i ~Al“1 ]Jo] uvil @E}i diikkdrray dhakizomskdd | E
ispitanika s normalnim nalazom GTG, FISH i MLPA analiza prikazaabjéci 13u prologu
(Prilog 13. U tablici su navedeni OMIM gei® regijakoje su kategoriziran&ao pabgene,
%}3 v ]i ov} % S}P v ] VvV % }lv SstiPrefnd D&M badri hwitacijske promjene
u genima koji su prdzani zelenom bojom u tablici 12zrokuju poznate/opisane sindrome.
[+%]3 v] ] 11 P@Eu%o i Pv}e3] JE v | Z/W }Iv v] epu ~d ] Ze }I
]li Pv}ed3] JE v] 1 “ERRIYIVVIU pl % E]% ip ] E}iX

5.3.1. Aberacije detektirane aCGH analizomdkispitanika s dijagnozom RI&z uredan nalaz
GTG, MLPA i FISH analiza.

aCGH analiza provedena je kodigfitanika s dijagnozom R&Puzuredan nalalGTG,
FISH i MLPA an&liX E 1}v ]}]v(}Eu 3] | v &dt 12(25%)]+%b]3 v]l uSAE v
su benigne aberacije,okl 30 (61%) J*%0]3 v]l WUSAE Vv % E}uiv p E}ip |
IE}uletuel]Z « Puv § 1o «](] ]JE V]Z | } vV %}lyvdék bukedF(1@6) A Tv}esg
ispitanika p 3§ A (E patogene, potencijalno patogene aberac{@lika 80e X hlu% v} i HSAE v}
56 aberacija klasificiranih u kategorije patogene, potencijalno patogerepoznate/nesigurne
A Twli (Slika 8). WE}+i v A o] ]v u vil ]Jiv}e2d5Kbt GibiDOX s~o] ]v
Al1“l u %o E}eigndgila 427,9 Kb (34,4Kbt 2,7Mb). Na slici 82.prikazan je odnos
patogenih/potencijalno patogenih aberacija u odnosu @aderacije nepoznate/nesigurne
A lv}es]

Slika 80Klasifikacij&CNVovakod ispitanila s dijagmozom RiRkod kojih je provedena aCGH analiza.

hlp% v} i v o]I]JE v} 88 J*% ]38 v]I X <} 07 ]*%]3 v]l ~1fi9e PSAE Vv eop ]
i1 ]°%]8 v]l ~0i9e uSAE v ep E Ji lo «](] ]E v]Z ilkgd¥ %o}iv & Iv e
]*% 13 v]l ~id9e PSAE Vv o % S}IP v ] %}3 v ]i ov} % 3}P v
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Slika 81 Odnosaberacija detektiranilCGH analizom kadslpitanika s dijagnozom R#Puz uredan nalaz
GTG, MLPAiFISH analz& AE v} i f0 kate@orizianih ka patogene, potencijaino patogene i
V %}iv § Iv «]PuEwd Kojihj@?8]~0f9« u vil}JA ~ o Ji ] 7ii ~Af9e A]“I}A ~ |

Slika82.K v}e % S}P v]ZI%}S v ]i ov} % S}P v]Z ] E ]i VvV %}Iv § Iv «]F

U nastavku pogldja detaljno su prikazani pojedini nalazi kod ispitar{ideupno 7)kod
kojih su detektiran patogene i potencijalno patogene kromososmke aberacije uz prethodno
uredan nalaz GTG, FISH i MLPA analida EE C v o |l p sop i AJu | i Jo
preczne molekularne karakterizacije otkrivenih aberacija navedeni su rezultati dodatno
provedenih analiza.
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1. SF108 t up“I] ]*%]% v]IU

A

P} 1v X h%musv ]i Pvil W Z/WU |

Uredan nalaz GTG analize i MLPA skrininga (subtelomere: P036;irMRibdelecije: P245 i
P297, ASD: P343 i X vezani RIP: P106). Array analizom detektirana je mikroduplikacija Xp11.23

A o] ]Jv Ui D ]

Ul E}iXTiA B v

i16 < .).~Miiddupbkacija

Xpll.22p11.23 opisana je uz RIP, zaostajanje wojagiovora, promjene EE&@0). Delecija

TT<iiXii } pzA
odgovorne za DiGeorge sindrom.

] DECR6, PRODH, DGCR5, DGCRY9, DGCR10, DGCR2rdgfpCR11)

§ 18]E v]z
1 ZA

Slika83~ « W}i] ]i 1 A o] ]v

E Ji US 1}u%o § v % léhle P v
regija. (b) BAC FISH analiza RB8H17 (crveni
signal) i centromera X (crveni signal). Crvena
*3E o] }lv A  u%yX

109



2.CRZ02tup“l] 1*% ]38 v]IU A P} Jv X h%pudv i Pv}l W Z/WX h@E
MLPA skrininga (subtelomerd®036 i P070; mikrodelecije: P245 i P297). Array analizom
$IS]E v i UulJlE} o Ji iAiiX?T & Pli A o] ]v 8id < 1}i ploip
koji nisu sa imprintom (Slika 88a. i 88b.). FISH analizthe }SAE Vv i o ]Ji). ~"o]l ¢
Postavljenag dijagnoza 15q11 mikrodelecijskog sindroma (80).

Slika 88.(a) Shematski prikaz array rezultata za kromosom 15.

Plava strelica prikazuje duplikaciju CNV 15qg11.2 redie.

Wil 1i 1 A o] ]v S IS]E v E JiU § I}lu%
gena zZ A v & PJ]i X Wo A TAi ] v A o
15911.2 regije.

Slika 84BAC FISH analiza (PRBDH14, crveni signal i WCP15, zeleni signal).
o ]i i }iv v «3E o] }uX
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3.CRD43 t 1T vel ]%]3 v] U ii P} ]Jv X h% p3$vedar ndaz}ETW Z/W X
analize i MLPA skrininga (subtelomere: P036 i PO70; mikrodelecije: P245 i P297). Array analizom
detektirana je mikrodulikacija 16p13.4%.iTXi A o] ]v TUG6 D- 85bY).ofIEH @faliXom
%} A Ee direkitna duplikacija (Slika B6Rostavljena dijagnoza 16pidikroduplikacijskog
sindroma (82.

Slika85~ * "Z u §1] % E]l 1 EE C & ipo

8§83 1 IE}u}lelu i0X ~ « WHI] Ji ] £
S 1}u%o 8 V %}%]e P v

i ZA v & PJi

Slika 86 Interfazni BAC FISH. RPI#I21 (BIGCy5

t Tud] «]Pv 028811B\(BpectrumGreenzeleni

singnal) i cepl6 (SpectrumAquéa plavi signal).

ASE 0] v A JE ISV u%o]l Jip i
pl2.3.
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4, CRD04 t T vel J*%]3 vl U 6 P} ]v X h% uswedan] naeGTGN Z/W X
analize (Slika &) i MLPA skrininga (subtelomere: P036 i P0O70; mikrodelecije P245). Array
analizom detektirana je mikrodelecija kromosoma 3{2%.11Xi A o] Jv &8 D ~éx]l 006 X
&/™, v o]l}u % }3A Eodelecija 3pPu@22.3 (Slika 88i Slika 89. U pregledanoj
0]SE SUE] i} v]i }%o]e v »@P2.3i83).0 ]i T%i0Xi

Slika 87(a) Parcijalni kariotip kromosoma 3. (b) Shematski prikaz array rezultata za kromosom 3. Plave

strelice prikazuje dodatno detektirane delecifd) Pozidi ] A o] v S IS]E v E ]i US I}t

% }%]e P v 1 ZA v & PlJi X Wo A TAil] }lv A } 8v} o0S38]Ev EP
3029 regija s genima koji ne pridonose fenotipu mikrodelecijskog sindroma).
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Slika 88MCB profikromososma 3.

Slika 89BAC FISH analiza. (a) RB24015t crveni signal i
centromera 3t %0 A] «]Pv oX ~"S8E o] }I1w35CA8tcreenK ~ « ZWii
signal i centromera3 %0 A] *]Pv oX ~8E o] }iv A 0i X
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5.SF306t up“I] ]+%0]3 gofling. Lbutna dijagnoza: RIP. Uredan nalaz GTG analize i
MLPA skrininga (subtelomere: P036 i PO70; mikrodelecije: P245 i P297 i ASD: P343 ). Array
v o]l}u $IS]E v i ul]lE} o ]i IE}u}elu 0«10 MDA v JJ6 < |
PARK2 gena (Slika 908@M.) BAC FISH analizom p@& v i o ]i 0<10).Mbmgie o1
PARK2 gena smatraju se uzrokom Parkinson disease, juvenile, type 2 #6001MG.

Slika 90 (a) Shematski prikaz array rezultata za
kromosom 6. Plave strelice prikazujdatno

detektirane duplikaciju.~ « W}i] ]1i ] A o] ]v
detektirane aberacije, te kompletan popis gena

1 ZA v €& Pli X Wo A TAi ] v
dodatno detektiranu regiju 6p21.32 s genima

koji ne pridonose fenotipu mikrodelecijskog
sindromu).

Sika 91 BAC FISH analiza. RRB®2F10 (crveni signal) i WCP6 (zeleni signal).
ASE o] }iv A 00<¢ToX
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6. ST029 T vel J*%]3 v] U i1 P} ]Jv X h%pusv ]i Pv}i W Z/WU |
ud} PE «]i U }“8 vi eopZ U u]lE} ( olandizen (EMLPA skrimiriga'd"
(subtelomere: P036 i PO70; mikrodelecije: P245 i P297 i ASD: P343 ). Array analizom detektirane
e UJIE} o ]i A e« Puvs €& 1o] ]8]Z IE}u}elu Whda%XTiiiXA d]o]v]v |
1,7 Mb (Slika 92a. i 2. FISH analimp}SAE v i EE C v 093c.):TMEM1EB X
gen (7p21.3) je povezan s frontotemporalnom lobarnom degeneracijorkognitivnim
1“8 vi u)-N@®H1 gen (7p21.3)je}Ppu 1 Il v] 8 R v]V Eluel} }“8 vi eopz
(85). EFCAB4B i PARP11 (12B2) povezani su s mikrocefalijom, dok su TSPAN9 i PMTRS8
(12p13.32) povezani s hipmtijom i labavosti zglobova (86

Slika 92(a) Shematski prikaz array rezultata za kromosome 7 i 12. (b)
Wil 1i 1 A o] ]v S IS]E v]z E NiZW 3§ v %E]PIAKZ P v
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Slika 93 (a) BAC FISH analiza kromosom 7. RP5BL14 (crveni signal) i centomerna proba 7 (zeleni

*]Pv 0eX EA v +3E o] }iv A 00% TiXTIX ~ o &B2ON7v(ovdni |EJu}e}t
signal) i centromena proba 12% o0 A] <]Pv o*X @E&A v +3E o] }Iv A 0i1%0i1XT1
kromosoma 7. (d) Parcijalni kariotip kromosom 12. (e) Parcijalni kariotip kromosoma 7.
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7.CRDO7 t 1T vel ]*%]3 v] U ii P} ]Jv X h%pudv i Pv}Ii W Z/WX
analize i MLPA skinga (subtelomere: PO36 i PO70; mikrodelecije: P245 i P297). Array analizom
MSAE v i Uu]lE} edoXi Aiofi]v i6A < ~~"olb). Dedecke | mMubddije 6 6
AYE (DT PV U %} 0}1] opu :}Jp ES «]v E}u 6V Eentftéirdha kod 1% o]l
]*% 138 v]I i} v]i }%]e v pliv veS3A v}i 0]8 E SuE]X

Slika 94(a) Shematski prikaz array rezultata za kromosom 5. Duplikacija je
Jiv v %0 A}u «3E o] }u ~ « W}i]]i ] A o] ]v §IS]E v E
kompletan popis gena zahvav & P]i X
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5.3.2. Aberacije detektirane aCGH analizomdkispitanika s dijagnozom ASIx uredan nalaz
GTG, MLPA i FISH analiza.

aCGH analiza provedena jedkd9 ispitanika s dijagnozom A& urednim nalazom
GTG, FISH i MLPA analiza. Nakon bioinférin | v o]l ] « o | [26%)}spiténika
HSAE v eep  V]PvV EGIi]W%J}S Vil PSAE Vv % E}ui v pu E}ip |
IE}u}letuel]Z « Puv d 1o ](] JE v]Z | } vV %}iv § Ilv «]P(@E6) A Tv}es
]*% 15 v]l p3A @ene, pStensijino patogene aberacije (slika 9X hlp% v} i HSAE v}
26 aberacija klasificiranih u kategorije patogene, potencijalno patogene i naf@nesigurne
A Tv}es] ~"p]W@®&}i v A o] ]v o ]i i A0tUd®43Kb); iddkT je<
prlei v A o] ]v p%o]l ]i ]iv}e]otl®8MH).Na slici®7Prikezan je odnos
patogenih/potencijalno patogenih aberacija u odnosu na aberacigpoznate/nesigurne
A lv}es]

Slika 95KIasifikacija aberacija kod ispitanika s dijagnoZ®D kod kojih je provedena aCGH analiza.

hlpu% v} i v 0]I]E v} 88 ]*%]3 v]l X <} @ ]*%]8 v]l ~109¢ PSAE v opu ]e
i1 ]°%]8 v]l ~fAi9e NSAE v oy E Ji 1o *](] ]JE v]Z |1}V %}Iv § v o
ispitanika~7i9¢ UWSAE VvV epu % S}P Vv ] %}3 v ]i ov} % S}P v E ]
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Slika 960dnos aberacija detektiranih aCGH analizom kod ispitanika s dijagnoze@nuRFPedan nalaz
'd'U D>W ] &/, v o]l X h§AE v} i @b (429%@maijkoya (delpie)iils (58%)
A1“1}A  ~ p% o]l i e

Slika97.K v}e % S}P v]ZI%}S v ]i ov} % S}P v]Z ] E ]i VvV %}lv § Iv «]F

U nastavku poglavlja detaljno su prikazani pojedini nalazi kod ispitanika (ukupno 4) kod
kojih su detektiran patogené potencijalno patogene kromososmke aberacije uz prethodno
uredan nalaz GTG, FISH i MLPA analida EE C v o |l p sop i AJu | i Jo
precizne molekularne karakterizacije otkrivenih aberacija navedeni su rezultati dodatno
provedenih analiza

119



1. ERFOO5 t up“l] ]*%]8 v]IU ii P} Jv X h% usSv li Pv}iIW ~U o
Z]1% @& 13]Av}e8] ] (1135 % ivi X h®@ v vol'd vo]l ]D>W «IE
P070; mikrodelecije: P245 i P297 i ASD: P343 ). Array analizomideizké delecija 17921.31
<TiXi1 A o] Jv 0ii < ~ )l FISH afallzod%B }SAE v i o 9dc). ~"o]l
Postavljena je dijagnoza Kootde Vries sindroma (179231 mikrodelecijski sindrom) (87

Slika 98(a) Shematski prikaz arrayrgos § | |1E}u}e}u i6X o Jvenom sirelicom
(b) Pozicia] A o] v & IZ]E v E ]iU & 1}u%0 & v % )Y&BACR RISHI ZA v
analiza. CTOfAdi/ii ~1 o v] «]Pv 0¢X "§E o] }iv A 0i6<¢TiX
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2.ERP11t up“l] ]*%]8 v]IU 0 P} Jv X h% usv ]i Pv}i W ~ X hE
i MLPA skrininga (subtelomere: P036 i PO70; mikrodelecije: P245 i P297; ASD: P34BRAS
FRAX: ME029). Array analizom detektirana je delecija 17q21331XiT A o] ]Jv fli&a <
99a. i 99.). FISH analizor }SAE v i o ]i.). PastaMjend je dijagnoza Kooléa
Vries sindroma (179231 mikrodelecijski sindrom) (87

~ N

Slika 99 (a) Shematski prikaz array

rezultata za kromosom 17. Delecija

i }1v na crvenom strelicom (b)

W1 Ji ] A o] ]v S IS]CE
aberacije, te kompletan popis gena

1 ZA v & PJi X

Slika 100 BACK FISH analiza. €B21113
~1 0 v] *]Pv 0¢X "3E o] }Iv A 0i0
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3. ERFO18 t up“l] ]*%]S v]IU o Rg djagixozh:%uytizam. Uredan nalaz GTG
analize i MLPA skrininga (subtelomere: P036 i PO70; mikrodelecije: P245 i P297 i ASD: P343 ).
EE C v o]l}u uSAE v i Uu]lE} p%o]l i

134 Kb koja obulh EONTNAP2 gena (Slika L0 MLPA setu proba za ASD postoji jedna
proba za CNTNAP2 gen koja se nalazi izvan deletirane regije. 1z tog razloga MLPA analiza u ovom

Ol ip O i VIEU OV E Ipos X &/",

% iiXT A o] Jv 768 <

v 0] kiamésondskeTaberacijepn v A

(Jika 102a. i Slika 102). Delecije i mutacije C5o0rf42 gena u podlozi su Joubert sindroma 17;
]*% 18 v]I i} v]i

E (% E} v H% o]l i I}i i ]
literaturi. CN'NAP2 je kandidat gen za ASD (88,89

Slika 101Pozi ]i ] A o] ]v 3§
Pv I zZA

vs](] 1E v

IS]E v]Z
viZ & PJi X

E

'}

1i U &

|}U%OO S v %o}%o

Slika 102BAC FISH analiza. (a) 7¢¢38P5588L10
(BIGFITC, zeleni signal) + WCP 7 (crveni signal).

ASE o] }iv A

(BO-&/d U

dup5p13.2.

I ov]

00 «i fAtPRILAMA %o i T XT
*]Pv 0¢X A"SE 0] }
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4. ERFO02 t up“l] ]*%0]S v]IU ii P} Jv X h% usSv li Pv}Ii W 2~ X h
analize i MLPA skrininga (subtelomere: P036 i PO70; mikrodelecije: P245 i P297). Array analizom
detektirana je delecijal7921.31- q7iXiT A o] ]Jv fAo0f < ~~7of). FISH Xna)izoii
% }SAE Vv i o ]i.).Posthlljenaije dijagnoza Koolda Vries sindroma (17q231
mikrodelecijski sindrom) (§7

Slika 103(a) Shematski prikaarray rezultata za &mosomiéX o ]i i }lv v @EA v}iu *3E o
~« WH}]li 1 Ao]l]v BISIE v E iU & I1Ju%o & (0)BAGKHISHP v 1 Z/
analiza. CTOfA&i/ii ~1 o v] *]Pv 0+X ~3E o] }iv A 016X
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5.3.3. Kandidat geni detektirani@GH analizom

Daljnjom selekcijom CNdva koji su karakterizirani kao aberacije nepoznate/nesigurne
A TviegsJAE v} i 06 P v 1}i] o % @E u }e3u%v]u 0]3 E SPEV]U %o}
«E ]“vi P T]JA Vv}P epe3 A Jo] +p vi]ZpAazvoje@ milfortadifa, hlivza
detektiranu aberaciju ne postoje definirani sindromi.

Tablica 14 prikazuje abecedni popis kandidat gena iz OMIM baze koji se potencijalno
nalaze u podlozi Ri® i ASEa. Prema OMIM bazi mutacijske promjene u genima koji su
prikazani zelenom bojom u tablici 14zrokuju poznate/opisane sindrome.
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Tablical4 W}%o]e P v o 1e% @E +]iju p " uSAE v]Zz EE C ', v olilu I} 1+%]8 v]l « uE v]u v o
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Tablica 14Nastavak.
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6. Raspava

WE]I T v} Je8E T]A vi % E}A v}i v MpI}EIp v ol J}V]E Vv]Z
Ali  elp%]v X WEA elu%]v } plp%v} TAA J*%]3 vIiI15j8i 1 vel].
dijagnosticiranih s RIPu %o }! Ty Up“l}IT vel]l Yui E }%r ¢1,5(,74]15 E 3
UP“I]IT vel]eX@i v ]*%]18 v]I 11 }A elp%]v v ol e+ p spes Ap
%}8 “I} u u E TA}ig ~]1*%]8 v] ] epu Jved]3pu J}v 0]I]E v]eX EuP -l
~8 T vel]Z 1 71 up“l]Ze o p%opusdviwa %i}Puvdituup”i}Il vel] Jui & } Ali;
WE u 0]5 E SUEV]U %} & Ju A « i Aoil & Wus} FANY] ~&i
E v v} A 1 B 1} up“l]Z 1e%]13 v]l * u%opsSvgloigi PV31hu ]-8CE T]1A v
ull 18] %}eoi ] } DbJIA I GRAS]&E JE v]Z 1 ep i 0}A vi p ]8E T]A v

Kromosomske aberacije detektirane su GTG analizom kod 15 ispitanika (15/324) s
dijagnozom RIP “3} JIv}e] dUO9X h J*3E T]A vi v]ep ploipg v] J*% ]38 v] ]
sindroma. Kromosomske alacije detektirane GTG analizom kod ispitanika s dijagnozora RIP

]Jo ep vpu E] | E Ji 1UB9 ~iliTde ] «SEMUISHEY % E}u]i v TUSG!
vpu €] 1]Z E ]i AJi E ]Ji Jo *p Alv | e<%}ownaliE}u}}u
hiperdiploidija (1/3).

Ei “] %}i ]Jv v] v o l] p-a%plerndl]iterAtivdim podaima su
kromosomske aberacije (32< v o]1}u v 1}o]l} A 0]1]1Z «3p ]Ji PSAE v} i .

aberacije nalaze 4 t 34% ispitanika s Rl (93. Velikevarijacije u broju detektiranih

aberacija prvenstveno mogu biti posljedica selekcije ispitanika. U uzorku ispitanika koji se nalaze

u institucijama postotak detektiranih kromosomskih aberacija iznosi t338,3%, dok je taj

postotak 8,8% kod uzorka ispithh 1}i] ep ploip v] p } & 1}Av] epues A ~76X d

Jeloip V i%}lv 8]1i vpu E] | E i ~1'} “8} i }JAv ¢]v E}lue
kromosomski sindromi, kromosomske aberacije vidljive svjetlosnim mikroskopom nalaze se kod
~3% ispitanika @ 94¢X E  %o}*5}S | E ]i § IS]E v]Zz 'd" v o]i}u 8§

E 1Jop ]i %EPUP X < 1} %o E}A v} ]*SE T]A vi v]i ploip JA 0} ]*%o]
sindroma ukupni postotak detektiranih kromosomskih aberacija GTG analizom nalazi se u
PEL}e]i Ip }eo  “vi]Z ]+3E 1]A vi X

v o]l %o @& I} Tii *3p ]i %o}l 1 o | e U 5 0}es vpu E] 1]Z
| E }H} 6 U-312,9%i) za ispitanika koji se nalaze u klinikama, te oko 9,5%1&I%b) za
ispitanike koji se nalaze u obrazoyn ep+3 AuX v o]l i 31} E %}l 1 o CRTR
E ]i us8}e}u Iv 8v} “ v P} vpu E] | E ]i *%}ov]Z IE}u

uS}telu]le%}ov] IE}u}letu]e ~76X E}i S IS]E v]Z vpu E] I1]1Z2 &}
ispitanika s dijagnozoRIR  pA o]l }AJe] } ploip JA vip Jo] Jeloipg JA vipg ]e %o
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li Pv}i}u }Av «]Jv E}u X hlp%vVv} u vi] %}e3}8 1 &S I18]E v]Z vpu @

E JiU & A ] ul]lveu €] 1]Z & Ji *%}ov]Z IE}ulelu & I8
J*3@ATvipg p } viep v 0]8 & SuEV %} SI u}l « Po 3] IE} eI
lo]v] 1}u co]l}u }Av «]v E}u ]I J*8&E T]A vi X

Detekcija strukturnin kromosomskih aberacija GTG analizom prvenstveno ovisi 0
rezoluciji pruganja kromosoma. Danas sgndardna GTG analiza kod osoba s-diPprovodi
na razini >650 pruga/genomu (@B). Prema literaturnim podatcima strukturne aberacije
IE}u}lelu v ol ¢ P i9 Je%]3 v]l ~106U 16X h % E}A viu ]*3E
detektirane su strukturne kromosoml E ]i d TUOG9 J*%]3 v]l ptasjeks v o 1]
pregledne literature.

Kromosomske aberacije detektirane su GTG analizom kod 3 ispitanika s dijagnozom ASD
~i178e “8} JIv}e] iTUAOX <} i Vv Je%]3 v] MSAE v i uj ]I E]JvP
22p12g13.3 kromosomske regije na ring kromosomu koja se nalazi u podloa. K8D jedne
ispitanice detektirana su dva ring kromosoma 14 u niskom postotku (1/99), dok je kod jednog
]*% 15 v]I HSAE v 0 Ve]E& v SE&E veo}l ]idetektimhe aberadije meil X o
U}l u} ¢ ¢]PUEV}“ n HeSAE ]3] « -z kodispitarfika o}i] ~

WE Po }u 0]8 E SpE vol o Eliv] % E]JlI 1] eop i A |

detektiranih na gotovo svakom pojedinom kromosomu u ispitanika s uputngagrdizom ASD
a. Literaturni navodi o postotku detektiranih kromosomskih aberacija GTG analizom kod
ispitanika s uputnom dijagnozom ASD Iv §v} A E]E ipX Z ipos §] v I}o]l} A
pokazuju da se kromosomske aberacije detektirane GTG analizom nalpadlozi ASE u
~3,4% ispitanika (0,86 4,8%) (96iiieX E ip S o]i SIS]E v E ]i ey M
delecije 15911i71 IE}u}e}uel E P]i ~% EJioAiX}E9e0+iUdIv v} 3} v o |
i delecije 2937 i 7931 kromosomske regije, teedge i duplikacije 22913 kromosomske regije
~i10eX h % @E}A v}iu ]*3E 1]JA vip S IS3]E v | o ]i T1«ii IE}u}le}
]*+% 18 v]I “8} ]Jlv}e] dUT9 ~ilidsU & A]li IE}u}eluel & ]i 1}/
8,3% (2/24). Visok pttak aberacija detektiranih GTG analizom (4,2% i 8,3%) kod ispitanika s
uputnom dijagnozom ASD p % E}A v}iu J*3CE 1]JA vipg } IJE}u v 0]8 E SpCE

13] %o}*0i ] u o}P @E}i ]*%]3 v]l ploip v]Z p *3p JipkKbiV}I]JA 1 e
je poslan roditeljima za ukupno 100 djece s dijagnozom-&SDd poslanih poziva 24 roditelja
dalo je informirani pristanak za sudjelovanjem.

E i §I1S]E v 'd'" v olllu p %% @E}A viu ]*3CE T]A vip %o
kromosomskih aberacijado~3% u skupni ispitanika s dijagnozom-R¥® E “3} A v 1 v Ji
[E}u}letuel]z E Ji § IS]E v]Z 'd' v o]i}u ~plp% v} iTUR9e u % &E
u skupini ispitanika s dijagnozom ASD~3U1T9 ] 6Ui19e u}l ]3] %}eoi ] @& o $]Av
]*%]8 v]I p } viep v }e  “vi Je3E T]A vi X
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v o]l D>W § Zv]l}u } HZA o iobjd <kupiey Jukuphb 370, a
Wloig JA 0 i ] ]*%]& v]l 1} 1}i]Z ep @& Ji §I18]E v 'd' v o]l
D>W § Zv]l [}@E]"&iskrinindi praEénu koje FISH probe i tehnike lai pogodne za
daljnju analizu.

MLPA analiza provedena je kod 335 ispitanika s dijagnozora. R&d 304 ispitanika
MSAE vi PE v vol'd voll 3} 1 ii]e%]8 v]l \vanalizdo} u}Pp
[+3CE T]A vi i IJE v} v id D>W « §}A % E} X & v3v] E Iuos
setova probe (subtelomere P036, PO70; mikrodelecijeP297, P245; nesindromski X vezani RIP
t P106; autizamt P343; kraniofacijalnit P0O80; PWS/ASt MED28 i FRAXt MEO029).
Kromosomske aberacije nisu detektirane kod 4 seta proba (RBI89; atyRETTP015; UBE3A
t P336 i CREBBPP313). Ukupno je detektirano 22 delecije, 13 duplikacija i 4 aberantna
u 3Jo Jisl % E}(]Jo 1} iR ]+%]3 %](35/335). Kod}8J6% iishdanika (3/35)
HSAE Vv ou %} AlJi E i X

WE Po }u o0]8 E SpE HSAE Vv i u o] E}i E }A 1}i
panela/kombinacije MLPA setova proba u evaluaciji ispitanika-§ RBIR WE u & Ipos $]u S
studije kombinacgm subtelomerne MLPA analize (P036 i PO70) i mikrodelecijske MLPA analize
(P245) kod ispitanika s Rdfh, ali bez prethodne GTG obrade, postotak detektiranih aberacija
iznosi 7,2t 20% (107110). 10,4% ukupno detektiranih aberacija MLPA analizom kodnssita
RIR}u p % E}A v}i «8p Ji] ul}l 18] %o}eoi ] Jeloip JA vi <A]Z
e SEUISUEV]Z ] vuhu E] I]1Z IE}u}etuel]u E Jiu ]l %}*3p%!l D>W

WE u 3p ]i I}i i } uZA o ii06dmsubajikroskbpske Albate
subtelomernih kromosomskih regija nalaze se u 2,5% ispitanika (111). Kako je FISH analiza
e S 0}u E JIE 1]8} elu% ] MP}ISE iv D>W 5 Zv]l % E <3 Aoi o
jednostavniju i jeftiniju analizu. Upravo zbog toga velik brdjliracija MLPA analize ispitanika s
RIR}Yu } i Aoi vi v %} Euipg pu 3 o}u Ev]Z IE}u}e}eul]z E ]i X
postotak detektiranih subtelomernih kromosomske aberacije MLPA analizom znatno varira od 3
tii9 } 1JE&}u v A o] Jvp HIGIEIpU%SE]I D>W eep 8 o}u Ev v o]l ]
Al 0i]A S3EUISPEV ] vpu E] | | EF557%)10 | Subtel@erhom MLPA
v o]i}u p % E}A  viu JeSE T]A vip g u]JlE}el} %l IE}u}etuel E
TUGY9 % ]S v]I te selnaldai u prosjeku pregledne literature.

Setovi MLPA proba za mikrodelecijske/mikroduplikacijske sindrome prema literaturi
detektiraju kromosomske aberacije u 2115,8% ispitanika s R (113,114. Upotrebom dva
seta proba za mikrodelecijske/mikrodlikacijske sindrome (P245 i P297) kromosomske
E ]i S ISJE v ep 1} 10 J*%]8 v]l U “8} Jiv}e] dUB9 ~iodliiie ] v
0]8 E SUE X <} i Vv ]*%]8 v] ~ilio 0UIA9 uSAE v -p E ]i |
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Pregledom liter Su@E pPSAE v i AEo} u o] E}i *3pli U «u} SE]JU
A P @&E}i ]+%]3-onjlupotreBdm MLPA seta proba za nesindr&m¥vezani RIP
(P106) (110,115,136Prema dostupnim literaturnim podatcima aberacije gena na X kromosomu
mogu se detektirati u ~2% (@ 9 UM“I]Z J*% ]S v]I < v sjezafrhuRHm. y
Postotak detektiranih aberacija MLPA analizom setom proba za nesindronv&daXi RIP
~Wiide } §i9 ~il6Te vOol] e pu %E}e]i lp }eS3p%v oldseeksjpE U §
ispitanika.

MLPA set proba dizajniran za evaluaciju ispitanika s-ASDes E1] % E} |
IE}u}etuel & P]i ifciiU iA<iTU i0% iiX1T § 11dimpkciranig u pediod 1} &
RIRa (117121« X WE Po }u 0]8 & SuE v]ep Vv]iv] Mo} PS [E}i A%op]i v$§

RIR}U H%}SE }u D>W ¢35 %E} 1 ~ X WE}}A v]u ]*3E 1]A vi u
%% &} 1 "~ } HZA v} i 008 ]+%]3 v]h. Kod]edRog}ibpitardkaWda1),

“8} Jlv}e] iUOOU PUSAE v i 8~6+T]i ZIPPW X < |} u D>W ¢ S %o}*S
% E} 1 vA Vv]PvelAv]EvVviu Jio Pl}v 6 ' Zi P v u3Ad
% E}ui v Z] E] ]I Jisl < lA v X WE SE 1]A viu ]}]v(EwW 3] | |
BioMart, NCBi ClinVar) utvr v} i UpsS Jiel % E&}lui v Vv]i }%]e v o4 0]S E Sy

<E Vv]}( ]i ov] %}E u i] uPpromjériamd ErjdRoliko gena (1:424).

MLPA set proba P080 dizajniran je za detekciju delecija i duplikacija u nekoliko gena u podlozi
kraniofacijalnih %}@E u i X h % E}A v}u ]J*3E T]A vip § IS]E v op

E Ji 1} A % ]i vd U “8} ]JIv}e] i6UB9 ~TliGdXie<uSA® Ve%]S v
duplikacija FGFR3 gena te duplikacije egzona 3, 4 i 7 RUNX2 gena. Sekvenciranjem dijelova
nA v]Z Pv v]epg uS3AE v upsd Jisl % E}ui v X -G4B) MLPAIP ]+ %o]:
v o]l}u pS3AE v i o ]i Pi}v i DAYT Pv X <1} u D>W « 3§ %
vVA Vv] Pv «lAv]Eviu Jio DAyl Pv uSAE v i iaud Jiel
opisana u literaturi (Ensembl BioMart, NCBt o]vs E*X >]8 € SUuEV]JU % E& Po }u
jedna studije na ukupno 35 ispitanika evaluiranin MLPA setom proba za kraniofacijalne

%}E u i W I}i}iiov v i v IE}u}etuel E {0 izidsi\®,9%.v 0]1}uU
Relativno velik postotak detektiranih aberacija MLPA analizom setom proba za kraniofacijalne
%}E U I M % EIA  viu ]eSE T]A vip u}l pli]JA 8] v } &} JIAE" v

D>W ¢ S % E} 1}i] JulPpu A S | NAuuz &ddobhd daéiilacijsko
profiliranje razvijen krajem 2005. godine te se relativho brzo pokazala kao dobar test za analizu
15911913 kromosomske regije (Pradéjoo]l vP ou v IE]3] v &E PJi * ogl % }3E

testiranja roditelja (54, 125,136IstE T]A vi % E}A v} v 11 J*%]3 V]I * u% usv}
PWS potvrdilo je dijagnozu u 6 ispitanikas} Jiv}e] 119X ih0 Sv} v]T] %}3}5 1 3§ 15]a
eop i A WtAN A u % EIA viu ]+8E T]A vipU plp%v} 19 ~7lide }A]+]}
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Aberacije UBE3A gena nalaze se u podlozi Angelman sindroma-k6éo Sspitanika
(128,129X v o]l h i P v Jv]]JE v I} 1*%]8 v]l < lo]v] I}u *o]l}u v
normalni nalazom analiza 15¢1di71 IE}u}e}uel @& PJ]i h ]*3CE 1]A viema v o]l h
provedena je kod 38 ispitanika MLPA setom proba za UBE3A gen (P343). Aberacije UBE3A gena

Ve % @E}v v Vv]3] I} i VIP ]*%]3 v]l U o] i USAE v} 09 ~irl
(p-A222V) mutacijsku promjenu. Literaturnim pregledom nalaze se po#aje ukazuju da je
% E]epuSv}ies 111s upusd Ji %}A 1T v o %}A v]u E]i]l}u da % Jups

kromosomu 15 (13D

Av E}u (E PJov}iP y IE}u}slu ~&y~ e -@&Enakoh Dowh}sindfopdE}l Z /W
te se procjenjuje da se nalazi u podlozi 1% 0 %o } %0 L0 -dm teeu BKANL0% X vezanog RIP
a(131eX D §]o Jiel v IS]A ]i &zZDi P v 1P e M eOM ip | [

&DZi P v % E]epd v o Al“ } 111 %}v Aoi vi “3} 1 %o}eoi ] p Ju %o}
Metilacijsko spe](] v] D>W ¢ § % E} I ¢]v E}u (E PJov}P y IE}u}
o ]il p¥% o]l 1i }Yu}Pu A u 3Jo Ji*l} % E}(]Jo]E vi &DZi ] &&i
]*3E 1]A vip v o]l D>W « §}u % E} | &Ny % E}A v i 1} 80 ]
MSA@& %opuv upd Ji &DZi P v U “8} ]iv}e] OUI9X WE u 0]38 E SpEvV
v oeSpu i p I}ip i ]o} ploip v} 606 ]*%]3 V]l % E}e% IS]Av} ] 88
Ukupni postotak detekcije pune mutacije CGG trileta bio je 19% (528%etrospektivhu
studiju, te4% za prospektivnu studiju) (13X W@EIA v} J*3E 1A vi E v}i |} %
eSpu]i 8§ i %}e8}8 1 S IS]E v]Z E ]i v 8t A ]VvVP}u%E Po
posljedica manjeg broj provedenih analiza tEuP ]i IE 10] ]& e« o | ]i J*%]38 v]I X
E }i E ]i H %E}IA viu ]e38335~dgopara liteé@aurnim navodima o

Mlp%viu E}ig } 19 &y™ U }%o }i %o} %o ]i] ]*%]S V]I o Z/W

A op ]i J*%]3 v]l e+ lo]lv] I}1B]9@]IV3PZZAdid «]v Elu % E}A v
]*3E T]A vig H%}ISE }u A <5 D>W %E} X WIiid * & % E}
delecija/duplikaciia MECP2 gena, dok je P189 set proba dizajniran je za detekciju
delecija/duplikacija CDKL5, NTNG1, ARX i FOX@l1Kmed ukupno 12 ispitanika primijenjena su
obadva seta proba, kod 34 ispitanika primijenjen je P015 set proba, dok je kod 7 ispitanika
%o EJuUuli vi v Wi6d « S % E} X E ]i V]elg %E}v v I} Vv]S] i v
} i ev]8]l} 1A SDhi GBS%EESUEV]U %} 3 Ju Z dd ] 8]%] v] Z dd e]v
prvenstveno mutacijskim promjenanutra gena (13335). Literaturni navodi o delecijama i
H% 0]l ]Jiu D Wi Pv Suoil]es v Vvoll] A ol ]}v]@nv]Z J*%]5
sekvenciranja MECP2 gena (56,1138).

"V 8el] (IBYE] % E 5 Aoiip 1 o  VviA ] ]} %20%.3 §]}o]
D pu3Ju Vv]8] i Vv } %}i Jv v]Z P vel]Z (IS8}E ~%}iv 8] P v e
% EIui Vv M %}i Jvlu T u E ¢ eod }iBAA]A]*opu i-aA30)." Radi
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Jeloipg JA vi %o}iv 8]Z ep u]ll@E}el}%e1]Z IE}Iu}elu-igKILPAGaAllzA 1 %o} C
provedena je kod 21 ispitanika s dijagnozom ASDrednim nalazom GTG analize.

Evaluacija ispitanika s dijagnozom -RIprovedena je upotrebom 6 MLPA setova proba
(MLPA set proba za autizant P343; subteleomerni MLPA setovi P036 i PO70;
mikrodelecijski/mikroduplikacijski MLPA setoviP245 i P297 te MLPA set proba za FRAX
MEO029). Aberantni rezultati nisu detektirantirsa jednim MLPA setom proba.

WE Po }u 0]8 E SpPE nSAE v i wu o] E}i *Su-bm A op ]
H%}SE }u %}i Jv v]Z Jo] 1}u]v Jilu & 1o] ]18]Z D>W =« 3}A %0
ploipg pip A B PEU%op [*% ]33 v]Inbzoml A%vdetéktiraju subhiikPoskopske
kromosomske aberacije +19 J+*%]3 v]lI [}u Jv Ji}u & 10] ]13]Z DAMBY. S}A %o
EiA ] E}i %}i ]Jv v} & I8]E v]Zz & -L3 kromaspmskoy regifi.« i i
Normalni rezultat u svim provedv]Ju D>W v o]l u p ]J*3E T]A vig u}Pp ep
WPE v] VIP E}i % ]¥oY]lldii] wi p [*3CE T]A vi X

MLPA analiza proveden ja kod ukupno 11 ispitanika s aberacijama wtyu 'd'
analizom(Tablica 14.)Nebalansirane strukturne tratokacije detektirane GTG analizom kod tri
ispitanika bile su prisutne u svim analiziranim metafazama. MLPA subtelomerna analiza

$IS]E o0 i v o0Ve]E vV SBE veo}l ]i 1} <A BE] ]*%]8 v]l U
literaturnim navodima (57,108 MLPAsubtelomerna analiza detektiran&ranslokacije kod
ispitanika ERF1i %}l 1 o i Vv}@Eu o v €& lpos 3U “3} i ul 11A o} i g
%}E u | o0 Ve]E VX EA v] vol I} E i p e*lo p e+ 0]38 E 3}
subtelomerna analizae detektira balansane kromosomske aberacije (140
<} SE&] ]*%]8 v]l Jv]]E& v i oivVi voll }E vVv]Z IE}u}e]

E P]Ji X D>W v 0]l %}l 1T o i %}I]3]Av] €E Ipos § p023 @FG sop ip.
v 0]l}u ps3 Aje&Edelecija 1511 kromosomske regije, dok je metilacijska MLPA analizom
pokazala prisutnost samo metiliranih kopija gena 15q11 kromosomske rBgkazani rezultati

ul Tpip i D>W § Zv]l % @E]ui Vi]JA p sop i AJlu Joi va. v o]l IE

'd'" v o]l}u p % E}A viu ]*SE 1]A vip S ISJ]E v eepu & sop
[E}u}letuel]z E ]i I}i epu Jo pldradu MLRA analiama (fTablica)l4

WE Po }u 0]8 E SUE v ol e+ %} ]Jv v] eou moZak A op ]
u El E IE}u}elulu E io] ]8]Ju D>W « 3}AJu % E} X WE u o]
kromosomi prisutni u ~40% metafaza mogu bitteddirani MLPA analizom (141,142MLPA
analiza setom proba za autizam kod ispitanika s marker kromosom u 80% metatdzal)
%}l 1 o i v A}eu]leo VU H% 0]l Jip E ( E v3v % E} 1 i<ii IE}u}e
indikacija da je marker kromosom porijeklom s kromosoma 1.
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Epuu E] I [&}u}e}eul E ]i % EJ]eusdv p v ull ] v}ii (JEU] %
podatcima déektirane su MLP v o]l}u p 119 sop i A). U igrotkdésom
]+3E T]A vipg Z]% E ]%0}] ]i USAE v -012)I) 6% analiirefit etdfaza~ ~ d
MLPA analiza subtelomera, te mikrodelecijiskih i mikroduplikacijskih sindroma pokazala je
VIEU ov & Ipod U “8} u}l 18] p Al] « & o 3]JAv} v]el]u %o}*3}3
GTG analizom.

h % @E}A viu J3E T]A vip 1} Ali  ]*%]3 V] ‘d" v o]l}u

kromosomi (Tablica 16.). MLPA analiza subtelomera, te mikrodelbcijskikroduplikacijsih
sindroma kod ispitanice s ring kromosomom prisutnim u 1% analiziranih metafaz®ZERF

%}l 1T o i VvVIEuUuov E Ipod 8 “8} i %}eoi ] Jiv]uv} v]el}P %o}e3
analiza setom proba za autizam pokazala deleciju eg8naGABRB3 gena. Sekvenciranjem

lio Pl}v 6~6« "' Zi Pv pvpsd E I}i P ¢« vol] oS38]Ev D>W
mutacijska promjena A>AG (19348A>AG). Ista mutacijska promjena detektirana je i kod
ispitanika STI8iX WE SE 1]A vi u ]ddze(paHaiaks] (Ensembl BioMart, NCB}

o]Jvs Ee+ USAE v} i upsS Jiel % E&}ui v v]i }%]e v p 0]S E SuE
s ring kromosomom u 42% analiziranih metafaza {ERF %o}l 1 o i v }eoi v}e3 u p
E o] ]8]Ju « 3}AJu MafElizaXsuldetoviera pokazala je normalan rezultat, dok je

D>W v o]l 1 u]lE&} o Jiel ¢]v E}u ] pns8]*8] v] *% 18 E %}l 1 o

“8} u}l pl 1JA 8] v u vip }ei 80i]A}e8 %}i ]V]Z D>W =+ §}A % E}
obzirom n & I]Jvp u}l ] ]Jlu X >]8 E SUEV]U % E Po }u v V] *pu %
evaluacije ispitanika s mozaik ring kromosomima upotrebomhar] 13]Z D>W « §}A % E
(145,148

Postotak detekcije mozaicizma MLPA tehnikom razlikuje se kroz literaturu ohzarcet
%% E} X EiA ] E}i %p o]l ]i g % E]l 1] wpyine idifagnoe](1pa ip E Io
151« X WE u }edu%v]u %} 3 Ju e u} i v e3p]i %E}A v i |
senzitivnosti MLPA tehnike u detekciji mozacizma prema kojoj MLPA]téhn v]i u}Pp
pouzdano detektati mozaicizam ispod ~40% (16X hlu%v} Po ip ] o % E}A
]*$E 1]A vip D>W v o]i}u § IS]E v] e u}l ]I cop i A] » %o}*3}5I)
319 “8} i W elo p e+ 0]8 E SPHEV]U %} 3 Ju A pivMuPlesd T]Aeuip
@& 10] 18] D>W + 3}A] % E} %} | defek@EHjelrndzgisipma. vIi]S]Av}es

h eop i AJu | i D>W v o]l %}l 1 o E ]i %}i ]v]zZ
%}i Jv]Zz P v ]I A E PJli u]lE&} o Jiel]Z ]ma@REHoWanE u %o E
1Ju% v]i p Jviv} i «IlAv]Evi } P}AEiplZ IE}u}eluel]l]z E |

]+3E T]1A vip Jo} § IS]E v} 6 3 IA]Z e~op -DIB; 3TH] i ERRZ0 ]S V]I
%}SAE v ep upd Jiel % E}uliv pvpd E ZPIWE] PbEJiel “$HA vi
posljedicu imalo detekciju delecije MLPA analizom.
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<} 1 ]°%]3% v]l p ]*3CE 1]A vip D>W v o]l}u S8 IS]JE v *p o0
A 1Z & Pli ull@®} o ]isl]Z «]v E}u WIid01DdeVMBEMAZASBR GE} ~"d
SAIB2, SRP29 del SNAP29), dok je kod jednog ispitanika detektirana delecija subtelomere
19913 P070 MLPA setom proba {5T7). Rezultati sekvenciranja nisu detektirali mutacijske
promjene niti kod jednog od navedenih ispitanika. Daljnjom analizom svake ipejédLPA
% E} 1} i %}l I]JA o E v3v E Ipod § pSAE v} i ol]i A ]
clAv ¢« D>W % @&} Juip Z}u}o}Plip = Al* } i v s IA VvV pu Zpu v
informacijama iz osobne komunikacije s MR@land kompanijomA]“ «S@Eul Z}u}o}P]i o]i
i desne strane MLPA probe ne bi trebala utjecati na reducirani signal u MLPA analizi. Pregledom
0]8 & SUE Vv]epy % E}v Vv %p o]l Ji ATv I A]*“ «SEulp Z}u}o}F
% }*8}i] U}Pp v}esd ey J&ENM D3SWS v o]l}lu A } W Z % E} pl 8
za sekvenciranje (PCR produkti bili su 0d-300 % *X h 3}u sop ip Z & E}I]P}Sv
%}e0i ] M Ju W Z puv i vi E -« v}iEdaongd sekvendirasja (153

aCGH analiza proveda je kod ukupno 68 ispitanika s urednim natazGTG analize i

MLPA skriningah ]+3@E T]A vip ', v o]l % @E&}A v i I} 86 ]*% ]S v]l =
uz uredan nalaz GTG analize te uredan nalaz MLPHKear{aubtelomeramikrodelecijiski i
mikroduplikacijski sindromi). Kod 12 ispitanika @% v]ep USAE v & ]i P v I}

%}A 1 v] « & TA}i u ~ea v]8] « v o | prméacijao Kb THspitahika (%&o (

HSAE v «p E {p BIE]vUSY p  ]}]vaka@na ggddtaka kanormalne

A Eli Ji p E}ip 1}%]i 8 « 1 vi]z « A bddpe nel@e EpodloziRIP}T &
a <} i ]*%]3 v]l  HSAE Vv] epu %}lv 8] Uu]JlE} o Jicl]lu]lE} p
(mikroduplikacija Xp11.23 i mikrodelecija 22911.21; mikrodgledi5qll; mikroduplikacija
16pl13, dok su kod 4 ispitanika otkrivene aberacije koje za sadieraturi nisu opisanei
definiranekao sindromi.W@& Po }u 1 lo]v] 11Z A &]i v8] ~E / o]vs Ee Vv
deleciji 3p22 kromosomskog segmentao/k ]& Mb kod ispitanika s RIPu ] % E&] Epul v]u
dizmorfijama.Navedena aberacija u bazi klasificirana je kao patog&nhad v] eop i A] Ju ip

i o}u]l] v} % E lo % ip u IE}u}eluelp E PJp22.8 detektifpijam kédio X i
ispitanice s dijagnozmIR  “S} p% un pi v uiskefendtygske manifestacije delecije

3p22 kromosomskog segmenta. 0 ]i i o W Z<t Pv A o] ]v 116 < S 18]
ispitanika s dijagnozom RIP p 0]8 (E SuE] - i o}u] v} % @E lo %o SE]
delecija(od 216 Kb do 497 Kb) opisanih kod ispitanika s}RIRF % ]0 %oe]i}u S JTul}E (]
( v}8]%}uX KA] 0]3 E SUEV] %} $]JU 8 }A i & ipos & ', v o]l

% E 10 % ip B0 E PJipX D p3Ju %}SE v e<p oivda bi selizvgoA | E
«SE}P]II}v v] 1 loip IX DJIE} o ]i A 1E}u}eluel =« Pu vs U 6
detektirani su kod jednog ispitanikedhvpd €& 6<7iXi u]lE&} o ]i A o] ]Jv @AUI D
TMEM106 gen (Transmembrane protein 106B) povezan s frontoterimmona lobarnom
degenraci}u ] [}PVv]8]Av]u }“S eXid I}0& % E Po }u I lo]v] 1]z £
mikrodelecija kromosomskog segmenta 7q21.3i o}u] v} e % E ldeld6ijama
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§ IS]E v]u p oRIRi AjJu ]1u} Efehotip. Mikroduplikacija 5§ XT A o] Jv 181
< JSIE]JA VvV I} 1+%]8 v]lI ', v ol]lilu % E u 1] lo]v] 11Z A E]Ji v
Ol i -ZAMW u}E(}o}“l] Vv}IEuU ov] E IA}iIX E A v E i % E] o]l
E ]i }S3IEJA VvV p ]+35E T]A VAus1s) ul Iap@Euv E ]i Ju %} v
patogeni efekt.

Ukupno 19 ispitanika s dijagnozom A%Dz uredan nalaz GTG analize te uredan nalaz
D>W v o]l ~ep § 0}u E V ulJlE} o Ji]lel] ] ullE} p% o]l Jiel] *]v

aCGH analiju B % @E}A viu ]*3CE T]JA vi X <} A ]*%]3 v]l ~70UiI9e v]¢
P v 1}i] *u %}A 1 v] « & IA}i u "ea v]8] » vol g %} o}l] & IA’
]+% % v]l ~Ti9« WEAE v sp & Ji 1 1}i + « A oléhalazbRuEV}*
podiozi ASRL. <} SE] ]*%]5 v]l S IS]E v i u]lE} o®0p Khiéejai Xii A o

I ZA </ {106 Pv ~< d6 & Ppuo 8}EC E~> }u%o0 /AE ep pv]s ieX 3§
literaturi kao17g21.31 mikrodelecijski sindrom (Koolda Vries sindrom). Mikrodelecija unutar

6¢<ifi IE}u}eluel}P « Pu vs 1}i } puzA 1} CanthEtinWAssétiated ~
ProteinLike 2 detektirana je kod jednog ispitanika s dijagnozom A&S[Prema literaturnim
podatcima aberacije CNTNAP2 gena detektirsunéod ispitanika s ASin, te je CNTNAP2Qg

kandidat u podlozi ASB (88,89.

Array tehnika danas postaje metoda izbora genetskoj evaluaciji ispitanika s
VvV UE}E TA}ivlu %}E u iJu } 1JE}u v Jivluvp u} E 1}op Ji p ]38
aberadja. Stopa detekcije kromosomskih aberacija array tehnike ovisi o rezoluciji platforme
*3}P A ] %}e3}3 1 &1 ]i u}l Iv ]3] U%}SE pn %0 $(}EuU A E |
30 publikacija koje navode upotrebu array tehnike u evaluaciji ispitaniR&om i/ili ASBom,
%}e3}S5 1 S IS]E v]Z % S}P v]Z E -PD%I|#%& ispitaniké IsURMA i +H0%
za ispitanike s AS@m (94,154,15h Broj detektiranih patogenih aberacija u provedenom
]*3E T]A vip ]1v]}e]-14i 8% iASDH Tojialazi se urgnicama pregledane literature.

[+3E T]A vi Zpu v}P P v}lu v <A A }i & i}opu ]i] }u}Ppu Jo}
§1]ip A A P E}i E ]i %}i ]v]Z P v Jo] ]i o)A P v X s
dobivenih array analizom ponek u}T ]3] ]I 1}A p pSAE JA vipg % $}P v]Z E
V HEIE TA}Iiv]Z %}E u i X dlI} E <A A E l}op Ji EE C ¢
detektiranih aberacija s nesigurnim/nepoznatim utjecajem na fenotip. Prema literaturi analiza

detektiranin % E}ui v u  E}ip 1} %]i E ITE « v %E $E 1]A vip
%} 51 ] USAE ]A vip o] i § IS]E v E ]i % E]eusv 1} A
VIEuU ov]Z }¢} U 8§ 0] %o}*38}i %op 0] JE v] eop i ¢ ]e3]u

dijagnozama. Obzirom na dostupne podatke detektirane promjene u broj kopija klasificiraju se
na: (i) patogene i potencijaino patogene; (i) varijante sporne/nesigurA Tv}e3] ] ~]]]* V]Pv
(156-160).
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Analizom kromosomskih regija detektiranih arrayabizom g % E}A v}iu ]*3E T]A vi
koz J}V(}EuU 8] 1 1 WEAE v} i 86 Pv | 1}i % }e8}i] | %]e } I
potencijalni geni kandidati u podlozi RAR ASEa.

K1JE}u v «A A p & l}jop Jip J*3E 1]JA vi Zpuredskavia viu A «

A o] Ji 1]1vd E%E § ]i S IS]E Vv]Z %o E&}ui v pu E}ig [}%]i U “S
o ](] JE Vv | } ¢%}EV Iv «]PuEv A Tv}e3d]X v e« | i EE C § Zv
u broju kopija vjerojatno dosegla svoj makgivpU 1 } []JA 3] i . E1}i S 18]

E ]i 4 M U V}eS] Vv Iv §v} uli vi 8]X D pdJu lo «](]I 1]i S

Iv v} « uli vi X WE Po }u 0]8 & SuE }o 1]l ¢« } 1 % Vipgig 1Z %o
broju CNVovi detektiraniarray tehnologijom klasificirani kao patogeni/potencijalno patogeni.

Tako je u samo dvije godine broj Ghixa koji su klasificiranih kao patogeni pdeassa 19% na

31%.Na slici 104e prikazan odnos klasifikacije Civa detektiranih kod iste skupine isgnika

(ukupno 67) ali za razdoblje evaluacije kroz dvije godine iz kojeg je jasno vidljiv pomak prema

A u (E}ipov KEasificiranih kao pateni (16).

Slika 104Klasifikacija CNW¥va kroz razdoblje 2012012. (Modificirano prera Palmer B.sur.Am J Med
Genet A. 2014;164A(2):3385.)

KA 1T A %}u |l plo «](]1 1i] % }e0i ] i 1Ju]v ]i @& lo] 18]1Z (|
~]e Vv}A] 0]8 & SPEV] %} 3§ 1 1}i] @& Ti “vi A ipA (Uv}E]%opl 0iYo Jeioi
E (Jvl]® vi v iune regij€Enmiijodelecijskin/mikroduplikacijskin sindroma , (ii) novi
111} (uvl 1}v ov]u p ]Jaovhu (iii) Btkrivanje novih kandidat gena u podlozi

V UE}E TA}iv]Z %}E u i HP%}ISE J}u EE C § Zv]l U « A v ]E v
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1. Prevalencija kromosomskih aberacijateldiranin GTG analizom iznosi %6u grupi
ispitanika s dijagnozom R te 12,5% u grupi ispitanika s dijagnozom-ASD

2. Kombinacijom MLPA setova probéubtelomere, mikrodelecije/mikroduplikacije,
PWAL AU &Z yU |E v]}( ]i okdd %0)3% igpitanifa s dijagnozom RiP
detektirane su submikroskopske kromosomske aberacle ( 1}i Vv]i ]o} ulPp
detektirati GTG analizom

3. aCGH analizom patogeneoknosomske aberacije detektirangu kod 7% ispitanika s
dijagnozom RHA i urednim nalazom GTG MLPA analizate u 21% ispitanika s
dijagnozom ASR i urednim nalazom GTiI®ILPA analiza
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ET U i v}e§ Atnjje olkrivanje stomikroskopskihkromosomskihaberacija u
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submikroskopskih kromosomskih aberacija kod osoba s dijagnozea RIP
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6. Primjena FISH tehnike pokazala se kawetno A Tv i G }u}lPp A | & 18 E]I
mehanizama aberacija detektiranih GTG, MLPA ili aCGH analizama.
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se kao metoda izbora za provjeru delecija detektiranih MLPA analizom.

8. D 3]o Jiel} *% ]J(] v D>W 3§ Zv]l pn % E}A viu ]<SE T]A v
djelotvorna metoda u skriningw p“1]Z tankal]s RIPbu v &Z vy «]Jv GE}luX d I} &E
MSD>W § Zv]l JulPuviAs Av]i ] E1 Hader) ivAngelman
sindromabez potrebe testiranja roditelja.

9. Kod ispitanika s dijagnozom RiPi ASEa uz urednan nalazGTG analizetmtegija
skrininga genoma primjenom recentnih molekularno citogenetskih tehnika pokazala se
kao djelotvorna u otkrivanjupatogenih i potencijalno patogenitsumikioskopskih
kromosomskih promjena.
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dijagnozu. 355 ispitanikes uputnom dijagnozom RIR 24 ispitanika s uputnom dijagnozom ASD.
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aberacije, dok je postotak detektiranih aberacija kod ispitanika s dijagnozora A®Dsio 12,5%. Kod
ispitanika s uredninmalazom GTG pruganja provedena je daljnja molekularno citogenetska analiza MLPA
(MLPA engl. multiplex ligation dependent probe amplification) i aCGH (aCGH engl. array comparative
genomic hybridization) tehnikama. Kombinacijom MLPA setova proba detektarseibmikroskopske
kromosomske aberacije u daljnjin 10,3% ispitanika s dijagnozora,Riék MLPA analiza ispitanika s
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9. Summary

Neurodevelopmental disorders encompass a large group of clinically heterogeneous,
chronic disorder characterized by damage of the developing central nervous system, resulting in
impaired progression of one or more developmental domains (physical, cognitive, social and emotional).
Intellectual Disability (ID) and Autism spectrum disorderSOA are common neurodevelopmental
disorders that have in common severely impaired cognitive development in early childhood and
adolescence. ID is defined as belaverage intellectual functioning with significant limitation in at least
two domains of dailyiving skillslt is estimated thatD affects1-3% of the generapopulation By the
levelof intellectual functioningD isdividedasmild (IQ50-55), moderate(35-40/ 50-55), severg20-25/

35-40), deep(below 20/25), and thelD of indefinite severty. Mild/moderate form ofID occurs7-10
times more often tharthe heavierdegreesand it is estimatedhat comprises80-85% of all patientsvith
ID. ASDas adiagnostic categorgncompasses a wide ran@é disordersof early childhoodmarked by
major deviations in social interaction social communicatiofimagination and motor skills that are
reflectedin stereotypicalmovements andnterests. According to currermesearch,it is estimated that
the prevalenceof ASDis 62/1000Q and occursfour times more often in boysthan girls Etiological
diagnosis in patients with ID is identified in-80% of caseddowever the etiologyof mild ID thatoccurs
7-10 times more frequently thanmoderate and severe formis knownonly in about 2446 of cases.
Genetic factorsare found in 30% of all cases of l&8nd they represent more than 60% of all known
causes. Etiology of ASD isxtremely heterogeneousand includes genetic factors, epigenetic
modifications of the genome and environmental impaGenetic factorshat represent most of the
known etiology(10-20%)can be differentbut none of them covers more thari-2%of all cases oASDIt

is believedhat genetic factors underlathe large number of undiagnosed cases of ID and ASD given that
until recently sufficiently sesitive screening technique were not available.

The study was conductedn 379 subjects. Considering theeferral diagnosis, subjects where
divided into two groups: 355 diagnosed with ID and 24 diagnosed with ASDhis research,
comprehensivegenetic amlysis was conductetb determine theetiologicaldiagnosisand to identify
candidate genesinderlyingID and ASD By use of kassical chromosomanalysis(GTG- G-bands by
Trypsin using Giemsahromosomal aberrationsvhere identify in5% of patients diagpsed with ID,
while the percentage of detected abnormalities in patiedtagnosed withASD was 12.5%n patients
with normalfindingsof GTGanalysisfurther molecularcytogenetic analysigrasconducted usingiLPA
(Multiplex ligationdependentprobe amplification) and aCGHArraycomparativegenomichybridizatior)
techniques. Combining different MLPgyobe sets, submicroscopic chromosomal aberratiomgere
detectedin a further 10.3%of patients diagnosed withD, while MLPAanalysisof patients diagnose
with ASDrevealed noaberrantresults. Subjectsvith normalfindings of GTGand MLPAanalysis where
further analyzed by aCGtéchnology. Pathogenichromosomal aberrationsvere detectedin 7% of
patients diagnosed withD, and in21%of patients diagnose with ASD Bioinformaticanalysis oCGH
data obtainedin this studyrevealeda potential candidate genesinderlyingID and ASD ARHGAPS,
ATRNL1, ATXN10, B3GALT6, C12orf5, CASKIN1, CLASP2, CNKSR2, CNTN6, CNTNAP2, CRHR2, CSM
DDR1, DST, EVC, FBLN1, FRG3J1, FXN, GPHB5, GPRIN2, HS6ST2, IQSEC3, KIAA0513, KIAA1267,
LANCL2, MACROD2, MAGEAS8, MAGI2, NBPF1, NPAS1, NR1D2, NUP50, PDZD2, PLEKHAS5, PPP1R14
PPP1R18, PPP2R5E, PRODH, PTPRT, RTN4R, SNPH, SYP, TFG, TPPP, VARS2, WDR45, WIPF1, WNT7A
Classicathromosome analysis b TGoandingshoweda lower percentagef aberrations detected
compared withmolecularcytogenetictechniquesMLPAandaCGH

In this study combination of classical amblecular cytogenetitcechniquesrevealed agreater
number of submicoscopicaberrationsunderlying RIPand ASD. Also somaew potential candidate

141



genesunderlying ID and ASD whedentified. Conducted research indicates thaiblecularcytogenetic
techniques allow screening of the genome in neurodevelopmental disorderdrom genotype to
phenotype whichfacilitates defining new genetgyndromes.
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chr2  175227206-175285747  58.542 q3L.1 dup WIPFL 602357 WAS/WASL-interacting protein Wiskott-Aldrich syndrome-2 (WAS2; 614493)
family, member 1
Nonimprinted gene in Prader-Wil
chrls 20316992-20731389 414.398 ql1.2 del NIPAL 608145  syndrome/Angelman syndrome  Spastic paraplegia 6, autosomal dominant (phenotype 600363 (3))
chromosome region 1
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chromosome region 2
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?Spastic paraplegia 57, autosomal recessive (phenotype 61565
ST-163 chr3  101837302-101928155  90.854 ql2.2 dup TFG 602498 TRK-fused gene Chondrosarcoma, extraskeletal myxoid (phenotype 612237 (1
Hereditary motor and sensory neuropathy, proximal type (phenc
604484 (3))
chrl7  41527705-41700815  173.111 q21.31 dup KIAA1267 612452 KATS reguslig’urymr‘ls" complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
ST-164 chrlé 83607894-83633401 25.508 q24.1 del KIAA0513 611675 KIAA0513 gene
CRZ-009 chrl2  19340049-19494087  154.039 p12.3 dup PLEKHAS 607770 nosphatidyiinositol 3-phosphat
binding PH domain protein 2
chri4 62852058-62930440 78.383 g23.2 dup GPHB5 609652 glycoprotein hormone beta 5
Protein phosphatase-2, regulatc
PPP2R5E 601647 . . .
subunit B (B56), epsilon isoform
chrxX 148694272-148835590  141.319 q28 dup MAGEAS8 300341 Melanoma antigen, family A, 8
CRZ-034 chrl2 93149-114660 21512 p13.33 del IQSEC3 61211g  'Qmotit- and SEC7 domain-
containing protein 3
CRZ-052 chrl  16713074-17094530  381.457 p36.13 del NBPF1 610501 'Veuroblastoma breakpoint fami
member 1
CRZ-035 chr6  150599529-150817374 217.846 q25.1 dup PPPIR14C 613242 'Otein phosphatase 1, regulatc
subunit 14C
CRZ-053 chrl6 2167977-2203639 35.663 p13.3 del CASKIN1 612184 CASK-interacting protein 1
ST-029  chr7 7990771-13269023  5.278.253 p21.3 del THSD7A 612249 Mrombospondin type-1 domain
containing protein 7A
TMEM106B 613413  Transmembrane protein 106B
mikrodelecija 7p21.3
SCIN 613416 Scinderin
ARL4A 604786  ADP-ribosylation factor-like 4




Ispitanik # Start-Stop(bp) 9HOL b L QDPruga Amp/Del Simbolgena  OMIM Gen OMIM Sindromi povezani s mutacijama detektiranih gena Postavljena dijagnoza
Hypophosphatemic rickets, autosomal dominant (phenotype 19:
(3)
chri2 3377865-5091624 1.713.760 p13.32 del FGF23 605380 Fibroblast growth factor 23 Osteomalacia, tumor-induced (1)
Tumoral calcinosis, hyperphosphatemic, familial (phenotype 211
3)
NADH-ubiquinone oxidoreductas Leigh syndrome due to mitochondrial complex | deficiency (phent
NDUFA9 603834 1 alpha subcomplex, 9 256000 (3))
Potassium voltage-gated chann: N . .
176260 .
KCNA1 shaker-related subfamily, membe Episodic ataxia/myokymia syndrome (phenotype 160120 (3))
KCNAS 612240 Potassium voltage-ga_ted chann Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5 mikrodelecija 12p13.32
shaker-related subfamily, membe
PRMT8 610086 protein arginine methyltransferase 8
CCND2 123833 Cyclin D2
C1201f5 610775 TP53—|nducgd glycolysis and
apoptosis regulator
UDP-N-acetyl-alpha-D-
GALNT8 606250  galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase
KCNAG 176257 Potassium voltage-ga_ted chann
shaker-related subfamily, membe
CRZ-036 chr7  30639966-30918968  279.003 p15.1 del CRHR2 602034 Corticotropin releasing hormont
receptor-2
chrX  131640161-132050467  410.307 q26.2 dup HS6ST2 300545 Heparan sulfate 6-O-
sulfotransferase 2
?Spastic paraplegia 57, autosomal recessive (phenotype 61565
ST-099 chr3  101837302-101928155  90.854 ql2.2 dup TFG 602498 TRK-fused gene Chondrosarcoma, extraskeletal myxoid (phenotype 612237 (1
Hereditary motor and sensory neuropathy, proximal type (phenc
604484 (3))
Adenocarcinoma of lung, somatic (phenotype 211980 (3))
) Adenocarcinoma, ovarian, somatic (phenotype 167000 (3)) . L
T- h 162647400-162875221  227.822 2 del 2544
ST-306 chré 62647400-162875! 8 q26 e PARK2 6025: Parkin Parkinson disease, juvenile, type 2 (phenotype 600116 (3)) 6026 mikrodelecijski sindrom
{Leprosy, susceptibility to} (phenotype 607572 (3))
CRZ-058 chr5 32146491-32194186 47.696 pl13.3 dup PDzZD2 610697 PDZ domain containing 2
CRZz-011  chr6 30737615-30765105 27.491 p21.33 del PPP1R18 610990 Phostensin
DDR1 600408  Neuroepithelial tyrosine kinase
VARS?2 612802 Valyl-tRNA synthetase 2
CRZ-021 chrl0  46396163-47172593  776.431 q11.22 dup GPRIN2 g11240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
CRZ-003 chr3  23644411-23979033  334.623  p24.3-p24.2 dup NR1D2 602304 NUclear receptor subfamily 1, gro
D, member 2
CRZ-064 chrl0  45489823-46558331 1.068.509 q11.21-q11.22  del GPRIN2 g11240 C Protein-regulated inducer of

neurite outgrowth 2




Ispitanik # Start-Stop(bp) 9HOL b L QDPruga Amp/Del Simbolgena  OMIM Gen OMIM Sindromi povezani s mutacijama detektiranih gena Postavljena dijagnoza
ST-036 chr7 78769896-78798999 29.104 q21.11 del MAGI2 606382  Atrophin l-interacting protein 1
chrl7  41527705-41700815  173.111 q21.31 dup KIAA1267 612452 KATS reguslit)ourﬁi{\‘ls" complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
ST-108 chrld  52230861-52266743  35.883 q13.32 del NPAS1 603346 Neuronal PAS domain protein 1
chr22  17274835-17422043  147.209 ql1.21 del PRODH o810 ' roine dehy‘.jdroge”ase (proline ehi Hy%erpr.o""em'a’ tt‘.’g.el".t' (tphi”myhpe 2395020(3’;)50 s
oxidase) {Schizophrenia, susceptibility to, 4} (phenotype @) 22q11.21 mikrodelecijski sindrom
DGCR6 601279 DiGeorge synd:;)me critical regic
chrxX 47766391-47817921 1,320,528 pl11.23 dup FTSJ1 300499 FTSJ homolog 1 Mental retardation, X-linked 9 (phenotype 309549 (3))
WDR45 300526 WD repeat-containing protein 45 Neurodegeneration with bram(g()))n accululation 5 (phenotype 30 Xp11.23 mikroduplikacijski sindrom
SYP 313475 Synaptophysin Mental retardation, X-linked 96 (phenotype 300802 (3))
ST-016 chr20  40613964-40675217  61.254 q12 del PTPRT gog71z  Frotein-tyrosine phosphatase,
receptor-type, T
. Friedreich ataxia (phenotype 229300 (3))
ST-004  ch 70851104-710446 193.592 21.11 d 606829 o reict ;
chr9 85 95 93 q up PXN 8 Frataxin Friedreich ataxia with retained reflexes (phenotype 229300 (3
ST-014 chrl0  45489823-47172503  1.682.771 q11.21-q11.22  dup GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
chr22  43520970-44492989  963.020 q13.31 dup FBLN1 135820 Fibulin 1 Synpolydactyly, 3/3:4, associated with metacarpal and metatar
synostoses (phenotype 608180 (3))
ATXN10 611150 Ataxin 10 Spinocerebellar ataxia 10 (phenotype 603516 (3))
ARHGAP8 609405 GTPase-activating protein, RHO, 8
NUP50 604646 Nucleoporin, 50 kD
ST-015 chrl0  46396163-47172593  776.431 q11.22 dup GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
ST-220  chr8 3724590-3779194 54.605 p23.2 del csMD2 608397 Cub and Sushi multiple domains 1
] . . Fuhrmann syndrome (phenotype 228930 (3))
CRZ-032 chr3  13889300-13918252  28.953 p25.1 del WNT7A 601570 \Wingless-type MMTVintegration . . fipiia. absence of, with severe limb deficiency (pheno
site family, member 7A
276820 (3))
chrl0  46396163-47172503  776.431 q11.22 del GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
KATS regulatory NSL complex .
chrl7 41577520-41700815 123.296 q21.31 dup KIAA1267 612452 subunit 1 Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
CRZ-007 chr5  37178277-37574217  395.941 p13.2 dup CSorf42 g14571 Chromosome 54(2)"6" reading fra Joubert syndrome 17 (phenotype 614615 (3)) 5p13 mkroduplikacijski sindrom
CRZ-025 chrl0  46396163-47172593  776.431 q11.22 dup GPRIN2 g11240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
CRZz-076 chrl2  19366442-19483375  116.934 p12.3 dup PLEKHAS 607770 nosphatidyiinositol 3-phosphat
binding PH domain protein 2
CRZ-028 chrl0  46396163-47172593  776.431 q11.22 del GPRIN2 g11240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
CRz-072 chrll  99032916-99074611  41.696 q22.1 del CNTNG 607219 Contactin 5
ERF-003 chrl  16713074-17124610 411,537 p36.13 del NBPF1 610501 Neuroblastoma breakpoint famit

member 1




Ispitanik # Start-Stop(bp) 9HOL b L QDPruga Amp/Del Simbolgena  OMIM Gen OMIM Sindromi povezani s mutacijama detektiranih gena Postavljena dijagnoza
?Spastic paraplegia 57, autosomal recessive (phenotype 61565
CRZ-044 chr3  101837302-101928155  90.854 ql2.2 dup TFG 602498 TRK-fused gene Chondrosarcoma, extraskeletal myxoid (phenotype 612237 (1
Hereditary motor and sensory neuropathy, proximal type (phenc
604484 (3))
CRZ-073 chrl  16713074-17104404  391.331 p36.13 dup NBPF1 610501 Ne“mb'aStfan;E;a‘lkpo'm famil
. . - Pitt-Hopkins like syndrome 1 (phenotype 610042 (3))
- ) 604569 - - ) oy
chr7 145857191-145998341  141.151 q35 dup CNTNAP2 Contactin-associated protein-like 2 {Autism suscepiibility 15} (shenotype 612100 (3))
chrl7  41527705-41700815  173.111 q21.31 dup KIAA1267 612452 KATS reguslit)ourﬁi{\‘l& complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
ERF-002 chrl0  46396163-47172593 776,431 q11.22 del GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
chrl7  41577520-42143107 565588 q21.31-g21.32  del KIAA1267 612452 AT8 regulatory NSL complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3)) 1792131 mikrodelecijski sindrom - Koolen-De
subunit 1 Vries sindrom
ERF-004 chrl0  117153302-117361858 208,557 q25.3 dup ATRNL1 612869 Attractin-like 1
ERF-005 chrl7  41566540-42166911 600,372 21.31-q21.32  del KIAA1267 612452 CAT8 regulatory NSL complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3)) 1762131 mikrodelecijski sindrom - Koolen-De
subunit 1 Vries sindrom
ERF-006 chrl0  46396163-46568552 172,39 ql1.22 dup GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
Hyperprolinemia, type | (phenotype 239500 (3))
Proline dehydrogenase (proline
. . d 606810 ‘ ) ) L
chr22 17289044-17390508 101,485 gi1.21 up PRODH 8 oxidase) {Schizophrenia, susceptibility to, 4} (phenotype 600850 (3))
?Spastic paraplegia 57, autosomal recessive (phenotype 61565
Chondrosarcoma, extraskeletal myxoid (phenotype 612237 (1
ERF-007 chr3 101837302-101928155 90,854 gql2.2 dup TFG 602498 TRK-fused gene
Hereditary motor and sensory neuropathy, proximal type (phenc
604484 (3))
ERF-007 chrl7  41527705-41700815 173,111 q21.31 dup KIAAL267 612452 KATS regus'ig’u’zi{\‘f‘L complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
ERF-008 chr7  54403122-55590899 1,187,778 p11.2 dup LANCL2 612919 LanC-like 2
ERF-009 chrl0  46396163-47172593 776,431 q11.22 del GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
chrl7  41527705-41635595 107,891 q21.31 dup KIAA1267 612452 KATS reguslig’urynir‘fL complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
ERF-011 chrl0  46396163-47172593 776,431 q11.22 dup GPRIN2 g11240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
chrl7  41566540-42143107 576,568 q21.31-g21.32  del KIAA1267 612452 (AT regulatory NSL complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3)) 1762131 mikrodelecijski sindrom - Koolen-De
subunit 1 Vries sindrom
ERF-010 chrl0  46396163-47172593 776,431 q11.22 dup GPRIN2 g11240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
CRZ-012 chrX 20967600-21310300 342.701 p22.12 del CNKSR2 300724 connector enhancer of KSR 2
. ?Microhydranencephaly (phenotype 605013 (3)) . I
- - 669. 609449 . . =nee]
CRZ-043 chrl6 15399818-18069668  2.669.851  p13.11-p12.3 dup NDE1 Nude, A. nidulans, homolog of, 1 Lissencephaly 4 (with microcephaly) (phenotype 614019 (3)) mikroduplikacija 16p13.11-p12.3
NOMO3 609159 Nodal modulator 3
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Epidermolysis bullosa simplex, sutosomal recessive 2 (phenot
615425 (3))
Dystonin (bullous pemphigoid
ERF-014 hré 56285681-56459877 174,197 12.1 d 113810 . . 5
cnr P up psT antigen 1) Neuropathy, hereditary sensory and autonomic, type VI (phenot
614653 (3))
G protein-regulated inducer of
chrl0 46396163-47172593 776,431 qll.22 del GPRIN2 611240 .
neurite outgrowth 2
ERF-016 chrl0  45478103-471612901 1,683,189 q11.21-q11.22  dup GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
ERF-017 chr20 14747098-14772431 25,334 pl2.1 del MACROD2 611567 Macro domain-containing 2
ERF-018 chr5  37178277-375524190 374,143 p13.2 dup C5orf42 614571 Chromosome 543’)6” reading fra Joubert syndrome 17 (phenotype 614615 (3)) 5p13 mikroduplikacijski sindrom
Cortical dysplasia-focal epilepsy syndrome (phenotype 610042
ERF-018 chr7  145920565-146055248 134,684 q35 del CNTNAP2 604569 Contactin-associated protein-like 2 Piti-Hopkins like syndrome 1 (phenotype 610042 (3) mikrodelecija 7935
{Autism susceptibility 15} (phenotype 612100 (3))
chr20 1232355-1265564 33,21 pl3 del SNPH 604942 Syntaphilin
ERF-022 chrl0  46396163-47172593 776,431 q11.22 dup GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
chrl7  41527705-41652920 125216 q21.31 dup KIAA1267 612452 KATS reguslig’urynii\lls" complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
ERF-021 chrl0  46396163-47172593 776,431 q11.22 del GPRIN2 611240 C Protein-regulated inducer of
neurite outgrowth 2
chrl7  41527705-41652920 125,216 q21.31 dup KIAA1267 612452 RATE regus'ig’urym{\‘fL complex Koolen-De Vries syndrome (phenotype 610443 (3))
STT3B, subunit of the
CRZ-004  chr3 30086105-35076243  4.990.139 p24.1-p22.3 del STT3B 608605 oligosaccharyltransferase compl ?Congenital disorder of glycosylation, type Ix (phenotype 615597 if8)rodelecija 3p24.1-p22.3
(catalytic)
GM1-gangliosidosis, type | (phenotype 230500 (3))
. GM1-gangliosidosis, type Il (phenotype 230600 (3))
LB1 611458 - T
G Galactosidase, beta-1 GM1-gangliosidosis, type Il (phenotype 230650 (3))
Mucopolysaccharidosis type IVB (Morquio) (phenotype 253010 |
CLASP2 605853 CLIP-associated protein 2
chr4  190676708-191153672 476.965 q35.2 dup FRG1 go127g Facioscapulohumeral muscula
dystrophy region gene-1
G protein-regulated inducer of
chrl0 46396163-46558331 162.169 qll.22 del GPRIN2 611240 .
neurite outgrowth 2
i Ehlers-Danlos syndrome, progeroid type, 2 (phenotype 615349
CRZ-012  chrl 1147238-1436736  289.499 p36.33 del B3GALT6 615291 al:g;;f;:g:r::e' bsltai?;l . Spondyloepimetaphyseal dysplasia with joint laxity, type 1, with
9 polypep without fractures (phenotype 271640 (3))
CCNL2 613482 Cyclin L2
chr4 5839643-5874047 34.405 p16.1 dup EVC 604831 Ellis-van Creveld syndrome gene Elis-van Creveld syndrome (phenotype 225500 (3))

Weyers acrodental dysostosis (phenotype 193530 (3))




