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Naslov: ISPITIVANJE SENZITIVNOSTI GENOMA KOD PACIJENATA SA
BOLESTIMA HROMOZOMSKE NESTABILNOSTI

Rezime:

U cilju ispitivanja senzitivnosti genoma i potvrde klinicki postavljene dijagnoze
bolesti hromozomske nestabilnosti, koriS¢eni su uzorci dve grupe pacijenata sa
klinickom slikom: Fankonijeve anemije (FA) i Nijmegenovog sindroma nestabilnosti
(NSN) (eng. Nijmegen Breakage syndrome, NBS). Specificna hipersenzitivnost Celija
obolelih od FA na diepoksibutan (DEB), odnosno kod obolelih od NSN na bleomicin

(BLC), iskoriScena je u diferencijalno dijagnosticke svrhe.

Studija je obuhvatila ukupno 100 pacijenata: 90/100 sa kliniCkom slikom FA i
10/100 pacijenata sa klinickim znacima NSN, koji su dijagnostikovani na Institutu za
zdravstvenu zadtitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupié¢“. U detekciji DEB-om
indukovane hromozomske nestabilnosti obolelih od FA primenjene su standardne
citogeneticke metode. Za potvrdu ili iskljuCenje mozai¢nog fenotipa FA koris¢ene su
dodatne metode: analiza oSte¢enja DNK komet testom i proto¢no citometrijska analiza
zastoja Celija u G2 fazi Celijskog ciklusa. Hromozomska osetljivost ¢elija obolelih od
NSN je andizirana primenom bleomicinovog testa (BLC test). Molekularna analiza
prisustvaili odsustva c.657_661del5 mutacije u NBN genu obolelih od NSN, uradena je

koris¢enjem modifikovane PCR metode uz analizu heterodupleksa.

Kod 11,11% (10/90) pacijenata pod sumnjom da boluju od FA (FA grupa),
otkrivena je povecana hromozomska osetljivost na DEB u odnosu na kontrolnu grupu
(Mann-Whitneyev test: p < 0,05), dok su kod 3,33% (3/90) pacijenata dobijene grani¢ne
vrednosti iste analize (FA* grupa). U cilju preciznijeg klasifikovanja pacijenata u FA
grupi, primenjen je indeks hromozomske fragilnosti. Na ovaj nacin je u FA grupi, kod
40% (4/10) pacijenata otkriven celijski fenotip FA nemozai¢nog tipa, dok je kod 60%
(6/10) pacijenata dobijen mozaicni odgovor na DEB. Kod svih pacijenata sa mozai¢nim
fenotipom FA, kao i kod dva pacijenta sa grani¢nim vrednostima diepoksibutanovog
testa (DEB testa), daljim analizama primenom komet testa i analizom zastoja éelija u

G2 fazi, potvrdena je dijagnoza FA.

U drugoj grupi od 10 bolesnika sa sumnjom da boluju od NSN andizirana je

BLC-om indukovana hromozomska nestabilnost, koja je bila poveéana kod 40% (4/10)



pacijenata (NBS grupa). Kod 30% (3/10) pacijenata dobijeni rezultati su se preklapali sa
rezultatima kontrolne grupe (ne-NBS grupa), dok je kod preostala tri pacijenta analiza
bila neuspesna zbog slabog mitotskog indeksa. Molekularnim analizama je otkriveno
homozigotno prisustvo ¢.657_661del5 mutacije u NBN genu kod sva Cetiri pacijenta iz
NBS grupe, kao i kod tri pacijenta kod kojih je citogeneticka analiza bila neuspesna, i

tako potvrdena konacna dijagnoza NSN.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su analize koriSCene u ovoj
studiji omogucile potvrdu Klinicki postavljene dijagnoze FA i NSN, Sto opravdava

njihovu dalju primenu u diferencijalnoj dijagnostici ovih oboljenja.

Kljucne reci: Fankonijeva anemija (FA), Nijmegenov sindrom nestabilnosti (NSN),
diepoksibutan (DEB), bleomicin (BLC), hromozomska nestabilnost, citogenetika,

komet test, analiza éelijskog ciklusa, ¢.657 _661del5 mutacija
Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Medicinska genetika

UDK broj: 575.113:575.224 (043.3)



Title: GENOME SENSITIVITY IN PATIENTS WITH CHROMOSOMAL
INSTABILITY DISORDERS

Abstract:

In order to determine the sensitivity of the genome and to confirm a clinica
diagnosis of chromosomal instability disorders, blood samples from patients with
clinical suspicion of Fanconi’s anemia (FA) and Nijmegen Breakage syndrome (NBS),
were collected for chromosome fragility evaluation by the diepoxybutane (DEB) and
bleomycin (BLC) tests.

The study considered atotal of 100 patients: 90/100 with the hematological and/or
congenital phenotypic symptoms reminiscent of FA and 10/100 patients with clinical
features of NBS, all diagnosed at the Mother and Child Health Care Institute of Serbia
"Dr Vukan Cupi¢”. The DEB-induced chromosomal fragility analysis in patients with
FA symptoms was carried out by using standard cytogenetic methods. The additional
methods, such as:. DNA damage analysis by comet assay and flow cytometric analysis
of G2 phase cell cycle arrest, were used in order to confirm FA phenotype in patients
with mosaic cytogenetic response to DEB. Chromosomal sensitivity of cells in patients
with NBS symptoms was analyzed using a BLC test. Molecular analysis for the
presence of the ¢.657_661del5 mutation in NBN gene in patients with NBS was carried
out using modified PCR method and heteroduplex analysis on PAGE gel.

In this study 11.11% (10/90) of patients with clinical suspicion of FA were found
to have an increased chromosomal sensitivity to DEB (FA group), comparing to healthy
controls (Mann-Whitney test: p < 0.05), while 3.33% (3/90) of patients showed
borderline results of the same analysis (FA* group). The chromosome fragility index
was used in order to provide a clear cut-off diagnostic level distinguishing FA mosaic
from other patients in the FA group. In this group, 40% (4/10) of FA patients reveaed
non-mosaic FA phenotype, while the remaining 60% (6/10) of FA patients showed a
mosaic response to DEB. In all of FA mosaic patients, and two patients with borderline
DEB-sensitivity, further analyses were performed using comet assay and analysis of G2
phase cell cycle arrest, in order to confirm the diagnosis of FA.

In the second group of 10 patients with clinical suspicion of NBS, the cytogenetic
analysis revealed an increased chromosomal sensitivity to BLC in 40% (4/10) of them



(NBS group). The BLC-induced chromosome fragility values in 30% (3/10) of these
patients were overlapping those in the control group (non-NBS group). In the remaining
of three patients the cytogenetic analysis was unsuccessful, due to the low mitotic index.
Molecular analysis confirmed the presence of homozygous ¢.657_661del5 mutation in
all seven NBS patients, including three patients with unsuccessful cytogenetic analysis,
which confirmed the final diagnosis of NBS.

Based on these results it can be concluded that the analyses used in this study are
useful in confirmation of clinical diagnosis of FA and NBS, which justifies their further

application in the differential diagnosis of these two diseases.

Keywords:. Fanconi’s anemia (FA), Nijmegen Breakage syndrome (NBS),
diepoxybutane (DEB), bleomycin (BLC), chromosomal fragility, cytogenetic, comet
assay, cell cycle, c.657_661del5 mutation

Scientific field: Biology / Medical genetics

UDC number: 575.113:575.224 (043.3)
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1. UvOoD

Poznati nemacki citolog Walther Flemming je jo§ 1882.god, proucavajuci ¢elijsku
deobu uocio izvesne jedarne strukture, Cije je ponaSanje pokuSao da objasni vezujuci ih

za razlidite stupnjeve mitoze. Termin “hromozom™”

uveden je Sest godina kasnije od
strane nemackog anatoma Heinricha Waldeyera, a na osnovu specificnog bojenja ovih
struktura jedarnim bojama (Neitzel i Trimborn 2007). Od tada, pa sve do polovine 20.
veka usledice niz otkrica, kao $to je linearan raspored osnovnih jedinica nasledivanja
(gena) duz hromozoma i dr, koja ¢e u kombinaciji sa Mendelovim pravilima i
citoloSkim saznanjima, €initi okosnicu hromozomske teorije nasledivanja. Do 1953.god.
bila je poznata funkcija i ponaSanje genetiCkog materijala éelije, ali ne i njegova
molekulska struktura. Naucnici James Watson i Francis Crick (1953) su opisujuci
helikoidnu strukturu deoksiribonukleinske kiseline (DNK) - osnove naslednog

materijala, zapoCeli novo poglavlje genetike — molekularnu genetiku.

Pedesetih godina proslog veka kao rezultat brojnih istrazivanja, utvrden je taCan
broj hromozoma (Tjio i Levan 1956) i prvi put opisana aneuploidija kod Coveka
(Lejeune i dr. 1959). Sezdesetih i sedamdesetih godina 20. veka dolazi do razvi¢a novih
tehnikain vitro kultivisanja Celija kao i razlicitih tehnika citogenetike, medu kojima su
najvaznije bile: preparacija hromozomaiz in vitro kultivisanih limfocita (Nowell 1969),
tehnike diferencijalnog bojenja hromozoma kao i niza drugih metoda kojima je
napravljen je znaCajan pomak u ovoj oblasti. Naglim razvitkom citogenetike doSlo se do
novih saznanja o strukturi i funkciji hromozoma Coveka, Sto je u narednim godinama,
zahvaljujuci savremenoj citogenetickoj dijagnostici dovelo do otkri¢a velikog broja

hromozomskih sindroma.
1.1. GENOM | HROMOZOMI

Poznato je da se u zavisnosti od sastava i broja ponavljanja sekvence u genomu

Coveka mogu razlikovati dve vrste DNK: sekvence koje se nalaze u po jednoj kopiji

! Hromozom - greki: chromos $to znagi “boja” i soma 3to znaci “telo”
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(60%) i visoko repetativne sekvence (40%). NacCin pakovanja DNK u hromatin,
odnosno hromozome je karakteristiCan za sve sisare, pa i za Coveka, i moze se
vizuelizovati na svetlosnom mikroskopu primenom tehnika bojenja hromozoma kao Sto
su: G-, R-, Q- i C-traka (Holmquist 1992; Korenberg i Rykowski 1988). Hromatinski
domeni su na osnovu razlika u AT/GC sastavu, prisustva repetitivnosti DNK sekvenci,
vremena replikacije i genske aktivnosti podeljeni u euhromatinske i heterohromatinske
regione (Neitzel i Trimborn 2007). G-, R- i Q-trake definiSu euhromatin, Kkoji
predstavlja difuzan deo hromatina, svetlije obojen, koji uglavnom sadrzi kodirajuce
sekvence DNK, za razliku od heterohromatina koji je kondenzovan, boji se tamno,

kasno sereplicira, i ostge neaktivan tokom transkripcije.

U celijskom ciklusu ¢oveka postoji tatno definisan redosled u replikaciji ovih
domena. Najpre se sintetiSu euhromatinski, a zatim heterohromatinski regioni, Sto se
moZze videti nakon inkorporacije sintetickog timidina tokom S faze (Neitzel i Trimborn
2007).

1.2. CELIJSKI CIKLUS | HROMOZOMI

Deobni ciklus vecine eukariotskih celija Cine Cetiri procesa: Celijski rast,
replikacija DNK, raspodela dupliciranih hromozoma ¢erkama celijama i Celijska deoba
(Cooper 2007). Celijski ciklus (somatskih ¢elija) kod Goveka deli se na dva osnovna
dela: mitozu i interfazu. Mitoza (Celijska deoba; M faza) predstavlja stadijum cCelijskog
ciklusa kada dolazi do pakovanja i razdvajanja dupliciranog genetickog materijala, a
zavrSava se deobom na dve Cerke Celije (Cooper 2007). Period izmedu dve mitoze
naziva se interfaza, u kojoj su hromozomi dekondenzovani, i koja se sastoji iz tri faze:
Gl, Si G2 faze. Faza G1 je faza rasta Celije sa povecanom metabolickom aktivnoscu,
koja se ogleda u povecéanju koli€ine citoplazme, odnosno pripremi Celije za duplikaciju
DNK tokom S faze (Neitzel i Trimborn 2007). Celijski rast i aktivnosti vezane za
pripremu ulaska u mitozu se nastavljaju u G2 fazi, tako da tokom M faze mogu nastati
Cerke cCelije koje dobijaju replicirane hromatide (Neitzel i Trimborn 2007).

Kako je za genetiCke procese od presudne vaznosti oCuvanje hromozomskog

integriteta u svim fazama Celijskog ciklusa, postoji slozena mreza kontrolnih taCaka

2
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(eng. checkpoints) kojom se prati struktura hromozoma i koordinira progresija ¢elijskog
ciklusa, kao i popravka DNK i formiranje deobnog vretena (Neitzel i Trimborn 2007).
Pod kontrolnim taCkama se podrazumevaju uskladene serije odgovora, koji odlazu
prelazak u sledecu fazu Celijskog ciklusa, ukoliko nisu ispunjeni odgovarajuci uslovi za
to. Ovo kasnjenje daje Celiji vreme neophodno da popravi greSke u molekulu DNK, pre
nego ude u deobu ili podlegne apoptozi (Clarke i Gimenez-Abian 2000; Hartwell i
Weinert 1989; Hartwell i Kastan 1994; Nurse 1997; Morrison i Rieder 2004).

Ulazak ¢elije u mitozu se nalazi pod kontrolom strogo regulisane mreze kinaznih
proteina, ciklina i fosfataznih proteina, kao $to su: ciklin-zavisne kinaze (MPF? i dr.) i

APC? kompleks koji promovise anafazu (Pinesi Rieder 2001).
1.3. POPRAVKA OSTECENJA DNK

Ostec¢enja na molekulu DNK mogu nastati pod uticajem razlicitih spoljasnjih i
unutradnjih faktora sredine, kao i usled greSaka u procesu replikacije. Ovakva ostecenja
mogu dovesti do zastoja u Celijskom ciklusu, programirane Celijske smrti (apoptoza), ili
se mogu fiksirati u mutacije, i dovesti do genetickog oboljenja ili do razvoja kancera.
Spontana stopa mutacija varira od vrste do vrste, a kod ¢oveka se procenjuje da iznosi

oko 2 x 10" po genu po éelijskoj deobi (Oller i dr. 1989).

Sredinski agensi mogu delovati kao mutageni, tako da mogu uticati na povecanje
frekvence javljanja mutacija. U neke od najpoznatijih agenasa spadagu: ultravioletno
(UV) svetlo, jonizujuée zratenje (IR%) i razni drugi karcinogeni. 1zlaganje sredinskim
faktorima se moze u manjoj ili vecoj meri redukovati, za razliku od greSaka nastalih u
procesu replikacije DNK ili oStecenja nastalih dejstvom normalnih produkata ¢elijskog
metabolizma i lipidne peroksidacije (Hisama i dr. 2003). Stoga je cCelija razvila

mehanizme za popravku oStecenja DNK, kao jedan od glavnih izvora mutacija.

2 MPF - eng. Mitosis Promoting Factor — prev. mitozni-promovi$uéi faktor
¥ APC — eng. Anaphase Promoting Complex

*IR - eng. lonizing Radiation
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U zavisnosti od vrste oSteCenja na molekulu DNK, celija pokrece i razliCite
mehanizme za njihovu popravku. Ukoliko je do lezije doSlo samo na jednom lancu
DNK, drugi lanac moZe posluziti kao matrica za ispravku greSke. Ponekad, zbog
oStecenja nastalih u oba lanca, to nije moguce, pa se pribegava mehanizmima koji nisu
tako precizni i skloni su greskama (eng. ,,error-prone*) (Hisama i dr. 2003). Detekcija
oSteCene DNK, od strane faktora ukljucenih u procese reparacije, zasniva se na promeni
konfiguracionog statusa helikoidne strukture. Nakon prepoznavanja, sledi niz reakcija
vezivanja i aktivacije drugih molekula, koji formiraju kompleks koji ¢e omoguditi

popravku (Hisamai dr. 2003).
Prema vrsti DNK lezije i naCinu ispravke, u mehanizme reparacije svrstavaju se:

o direktna reverzija — ispravljanje pirimidinskih dimera (indukovani UV
svetlom) i metilovanih guanina direktnim delovanjem enzima kao $to su:

fotoliaza, metil guanin metil transferaza (MGMT) i dr;

e eksciziona reparacija — uklanjanje pojedinatno oStecene baze (bazna
ekscizija (BER®)) ili nukleotida u okviru oligonukleotida (nukleotidna
ekscizija (NER®));

e reparacija pogre$no sparenih baza (MMR?) — ispravlja greske nastale

tokom replikacije;

e rekombinaciona reparacija — ukljuCuje najmanje tri mehanizma kojima se
popravljaju dvolancani prekidi, medu- i unutarlan¢ane DNK-unakrsne
veze: mehanizam homologih rekombinacija, spajanje mikrohomologih
krajevai spajanje nehomologih krajeva;

e mehanizmi tolerancije — ispravljanje lezija koje zaustavljgu replikaciju

translalezijskom sintezom smanjene specificnosti.

® BER - eng. Base Excision Repair
® NER - eng. Nucleotide Excision Repair

"MMR - eng. Mismatch Repair



uvoD

1.4. GENETICKA NESTABILNOST | KANCER

Pojam stabilnosti genoma se u prvim molekularno bioloskim studijama pominje u
kontekstu kancerogeneze, koja se objaSnjava nagomilavanjem mutacija u genima
odgovornim za oCuvanje integriteta i stabilnosti genoma (Zhang 2004). Rasprava na
temu genetiCke nestabilnosti, kao potencijalnog uzrocnika tumora kod Coveka, vodi se
decenijama. Vecina kancera se odlikuje nekom vrstom genomske nestabilnosti, ai je
njeno prisustvo uoceno i u premalignim lezijama, tako da stepen ovih promena moze
imati dodatni prognosticki znacCaj vezano za procese maligne transformacije (Lengauer i
dr 1998; Tanic i dr. 2009). Ono Sto se sigurno zna je da se geneticka nestabilnost u
kancerima kod Coveka javlja na dva razliita nivoa. U manjem procentu tumora
primecCena je genetiCka nestabilnost na nivou nukleotida, i odnosi se na promene u
sekvenci: zamene baznih parova, delecije ili insercije. Kod vecine drugih kancera
prevalentna genetiCka nestabilnost koja se javlja je na nivou hromozoma (Lengauer i dr
1998).

Pod hromozomskom nestabilnoSCu podrazumeva se dinami¢no stanje
kontinuiranih hromozomskih alteracija, kako numerickog tako strukturnog tipa, sa
stopom ucestalosti vecom nego u normalnim celijama (Gisselsson 2001; Hittelman
2001; Lengauer i dr 1998). Promene u broju hromozoma mogu biti posledica
abnormalne segregacije tokom celijske deobe i mogu ukljucivati niz poremecéaja u
regulaciji gena vezanih za nastanak aneuploidija, hipo- i poliploidija. Hromozomski
prekidi i disfunkcionalne telomere mogu s druge strane dovesti do nastanka razliCitih
strukturnih rearanZmana: delecija, duplikacija, inverzija, insercija, translokacija i dr.
(Zhang 2004). S obzirom da sve ove promene u manjoj ili vecoj meri mogu povecati
stopu gubitka heterozigotnosti, koji je u ¢vrstoj sprezi sa karcinogenezom, od presudnog
je znaCaja efikasnost mehanizama kontrole Ccelijskog ciklusa, popravke DNK i
spreCavanja akumulacije hromozomskih aberacija. Visok nivo hromozomskih prekida i
aberacija, karakteristiCan za niz sindroma hromozomske nestabilnosti, jedan je od
najvaznijin faktora u procesu maligne transformacije Celija i razvoja tumora kod
obolelih osoba (Zhang 2004).
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1.5. BOLESTI HROMOZOMSKE NESTABILNOSTI

Bolesti hromozomske nestabilnosti Cine grupu pojedinacno retkih i klinicki vrlo
heterogenih, ali genetiCki determinisanih oboljenja kao $to su: Vernerov sindrom (eng.
Werner’s syndrome), Rotmund-Tomsonov sindrom (eng. Rothmund-Thomson’s
syndrome), Hucinson-Gilfordova progerija (eng. Hutchinson-Gilford’s progeria),
Blumov sindrom (eng. Bloom’s syndrome), kseroderma pigmentozum (Xeroderma
pigmentosum), Kokejnov sindrom (Cockayne’s syndrome), sindrom imunodeficijencije
udruZene sa nestabilno$éu centromera i facijalnim anomalijama (ICF®), Robertsov
sindrom (Roberts syndrome), diskeratozis kongenita (dyskeratosis congenita), Ataksija-
Telangiektazija (AtaxiaTelangiectasia), (eng.

Nijmegen Breakage syndrome), Fankonijeva anemija (eng. Fanconi’s anemia) i dr.

Nijmegenov sindrom nestabilnosti

(tabelal) (Gordoni dr. 2011; Hisamai dr. 2003; Zhang 2004).

Tabela 1. Bolesti hromozomske nestabilnosti.

Oboaljenje

Vernerov sindrom
Rotmund-T omsonov
sindrom
Hacinson-Gilfordova
progerija
Blumov sindrom

K seroderma
pigmentozum
Kokenov sindrom

ICF sindrom
Robertsov sindrom

Diskeratozis kongenita

Ataksija-
Telangiektazija
Nijmegenov sindrom
nestabilnosti
Fankonijeva anemija

Osnovne klinicke
karakteristike

prerano starenje, katarakta
promene na kozZi,
telangijektazija

osteoporoza, ubrzano starenje

fotosenzitivnost

fotosenzitivnost, mentalna
retardacija

zastoj u rastu,
neurodegeneracija
imunodeficijencija

zasto] urastui razvoju
promene u pigmentaciji koze
neurodegeneracija

Zastoj u rastu,
imunodeficijencija
kongenitalne anomalije,
pancitopenija

Predispozicija za
razvoj kancera
sarkom
osteosarkom

leukemija, limfom,
solidni tumori
kancer koZze,
maligni melanom

Hodgkinov limfom
leukemija

limfom

leukemija

8 |CF - eng. Immunodeficiency, Centromere instability and Facial anomalies

Naziv gena

WRN
RECQL4

LMNA
BLM

XPA, XPB, XPC, XPD,
XPE, XPF, XPG, XPV
CSA,CSB

DNMT3B
ESCO2
DKC1
ATM

NBN

FANCA,-B,-C, BRCA2,
FANCD?2,-E,-F,-G,-I,
BRIPL, -L,-M, PALB2,
RAD51C i SLX4
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Osim povecane ucestalosti spontanih, odnosno indukovanih prekida na
hromozomima, zajedniCke karakteristike ovih bolesti, su i da se nasleduju uglavnom
autozomno recesivno, kao i da oboleli imaju poviSenu predisponiranost za razvoj

malignih oboljenja (izuzetak su neki sindromi) (tabela 1).

lako su ove bolesti prvo opisane na osnovu klinickih karakteristika, bez
poznavanja mehanizama koji dovode do razvoja oboljenja, danas se zna da se u osnovi
bolesti hromozomske nestabilnosti nalaze poremeceni mehanizmi popravke DNK,
kontrole Celijskog ciklusa ili apoptoze, koji mogu da dovedu do neoplasti¢nih procesa u

Celiji (Zhang 2004).
1.5.1. VERNEROV SINDROM

Vernerov sindrom (MIM ID #277700) (VS) je oboljenje koje se klinicki
karakteriSe sklerodermalnim promenama na kozi, posebno ekstremitetima, kataraktom,
muskularnom atrofijom i Cesto se opisuje kao sindrom preranog starenja (Oshima 2003;
Zhang 2004). Ostali klinicki znaci ovog oboljenja kao Sto su: diabetes mellitus,
hipogonadizam, osteoporoza, arteroskleroza, kao i sklonost ka neoplaziji, mogu da
variraju. Medutim, glavni uzrok smrti pacijenata obolelih od VS (10%) jesu razliciti

oblici kancera, i to pre svega: maligni sarkomi, meningiomi i ostali karcinomi.

Stopa spontanih hromozomskih prekida u céelijama ovih pacijenata nije tako
upecatljivo povecana, kao Sto je to slu€aj kod ostalih bolesti ovog tipa, ali se u
kulturama fibroblasta koze obolelih od VS mogu naci brojni hromozomski rearanzmani
u vidu razlicitih translokacija. Takode je primecena i znatno umanjena sposobnost ovih
Celija da se dele, u odnosu na kulture fibroblasta zdrave populacije, Sto je dovedeno u
vezu sa smanjenom telomeraznom aktivno$éu i skraéenjem telomera (Wyllie i dr.
2000). Gen odgovoran za nastanak VS je WRN gen lociran na kratkom kraku
hromozoma 8 (8pl12) i kodira DNK helikazni protein koji pripada RecQ familiji
proteina, a koji igraju vaznu ulogu u procesima popravke, rekombinacije, transkripcije i
replikacije molekulaDNK (Yu i dr. 1996).
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1.5.2. BLUMOV SINDROM

Blumov sindrom (MIM ID # 210900) (BS) je retko autozomno recesivhno
oboljenje Ciju klinicku sliku Cine: zastoj u rastu i razvoju, osetljivost na sunceve zrake,
promene u pigmentaciji koze, imunodeficijencija i sklonost za razvoj razlicitih tipova
maligniteta, ukljucujuci leukemije, limfome i solidne tumore (Hisamai dr. 2003; Zhang
2004).

Simetri¢ne formacije kvadriradijalnih hromozomskih struktura pre mitoze, jedna
su od prvo uocenih manifestacija geneticke nestabilnosti u Celijama pacijenata sa BS,
nastale usled nejednake razmene delova hromatida u centromernom regionu homologih
hromozoma. Ipak, najkarakteristiCnija citogenetiCka odlika ove bolesti je zna€ajno
povisena stopa razmena sestrinskih hromatida (SCE®) kako u limfocitima, tako i u
drugim cCelijama obolelih (10 puta vise SCE nego kod zdravih osoba) (Zhang 2004). U
osnovi BS nalazi se BLM gen smeSten na hromozomu 15 (15q26.1), koji nosi
informaciju za sintezu proteina RecQL3, ukljucenog u procese reparacije i replikacije
DNK tokom celijskog ciklusa, a posebno u formiranju sinaptonemalnog kompleksa i
mejotickih sinapsi (Ellis i dr. 1995; Walpita i dr. 1999). Mutacije u BLM genu uzrokuju
gubitak enzimske funkcije RecQL3 helikaze, S$to naruSava stabilnost kompleksa
replikacione viljuske i izaziva povecCanje stope rekombinacija (Karow i dr. 2000).
Najc¢eS¢a mutacijakojaje identifikovana u populaciji ASkenazi Jevreja (98%) je delecija
6bp / insercija 7bp u egzonu 10 BLM gena (¢.2207_2212del insTAGATTC), §to je naslo
primenu u molekularnoj dijagnostici i potvrdi ove bolesti (Ellis i dr. 1998; Sanz i
German 2010).

1.5.3. KSERODERMA PIGMENTOZUM

Kseroderma pigmentozum (KP) predstavlja autozomno recesivno oboljenje Ciju
klinicku sliku Cine: zastoj u rastu i razvoju, osetljivost na sunCeve zrake, promene u

pigmentaciji koze, imunodeficijencija i predispozicija za razvoj kancera (leukemije,

% SCE - eng. Sister Chromatide Exchange



uvoD

limfomi i solidni tumori) (Hisama i dr. 2003; Zhang 2004). Karcinomi skvamoznih i
bazalnih Celija u regionima izloZzenim sun¢evim zracima €ine 90% slucajeva neoplazmi
pacijenata sa KP (Zhang 2004).

KP se javlja sa uCestaloScu od oko 1:250 000 do 1:1000 0000 i do sada je
otkriveno devet komplementacionih grupa (A, B, C, D, E, F, G, V i jedna grupa
prethodno nazvana H), odnosno gena koji su lokalizovani i klonirani (Jaspersi dr. 2007;
Kraemer i DiGiovanna 2012). Povecana stopa spontanih prekida nije uoena kod ovih
pacijenata, ali je primeceno povecanje stope razmene sestrinskih hromatida nakon
izlaganja UV zracima (Kraemer i Ruenger 2008). Naime, Celije obolelih od KP zbog
defektne DNK reparacije (NER) nisu u moguénosti da adekvatno odgovore na ostecenja

nastala UV zracima, tako da pribegavaju aternativnim putevima reparacije.
1.5.4. ICF SINDROM

ICF sindrom je bolest imunodeficijencije udruZene sa nestabilnoS¢u centromera i
facijalnim anomalijama. ICF sindrom predstavlja autozomno recesivno oboljenje, koje
nastaj e kao posledica mutacija u genu za DNK metiltransferazu 3B (DNMT3B) (Hansen
i dr. 1999). Osnovna KkliniCka obelezja ovog sindroma su: redukovan nivo
imunoglobulina u serumu i dismorfija lica (hipertelorizam, makroglosija i dr.). Na
citogenetickom nivou u limfocitima periferne krvi uoCljiva je dekondenzacija
heterohromatina i formiranje multiradijalnih struktura u oblasti centromernog regiona
hromozoma 1, 9 i 16, a na molekularnom nivou hipometilacija udruzena sa nukleaznom
hipersenzitivnoS¢u i skraenjem trajanja replikacije (Hansen i dr. 2000; Sumner i dr.
1998).

1.5.5. ROBERTSOV SINDROM

Robertsov sindrom (RBS) karakteriSe prisustvo kraniofacijalnih anomalija, kao i
prenatalni i postnatalni zastoj u rastu sa razliCitim defektima ekstremiteta. Prerano
razdvajanje centromerai dekondenzacija u centromernom regionu hromozoma 1, 9 i 16

su neke od najcesCih citogenetickih anomalija koje se mogu uoCiti u metafaznim
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figurama kod oko 80% obolelih od RBS (Zhang 2004). ESCO2 gen jejedini gen koji se
vezuje zaovu bolest (Vegai dr. 2005).

1.5.6. ATAKSIJA-TELANGIEKTAZIJA

Ataksija-Telangiektazija (MIM ID # 208900) (A-T) je autozomno recesivno
oboljenje  sa  cerebelarnom  degeneracijom, telangijektazijama na  koZi,
imunodeficijencijom, hromozomskom  nestabilnoS¢u, radiosenzitivnos¢u I
predispozicijom za razvoj kancera. Pacijenti koji boluju od A-T najceSce razvijaju B-
Celijske limfome, leukemije T-Celijskog tipa i solidne tumore, kao S§to su
meduloblastomi i gliomi (Zhang 2004).

Ucestalost javljanja A-T iznosi oko 1:89 000 i moZe da varira od populacije do
populacije (Swift i dr. 1986; Swift i dr. 1991). Gen Cije mutacije vode nastanku ove
bolesti nazvan je ATM gen i lociran je na dugom kraku hromozoma 11 (11g22.3), a
kodira protein pod nazivom ATM kinaza. Ovg protein je jedan od klju¢nih enzima u
reparaciji dvolancanih prekida na molekulu DNK, koji uCestvuje i u regrutovanju drugih
proteina slicne funkcije na mesta oStecenja, kao i u regulaciji Celijskog ciklusa (Gatti
2010; Lavin 2008; Savitsky i dr. 1995).

Spontani  hromozomski prekidi, a pogotovu rearanZmani koji ukljucuju
hromozome 7 i 14 se Cesto mogu videti citogenetickom analizom limfocita periferne
krvi pacijenata sa A-T (Zhang 2004). X-zraci, kao i neki radiomimetici, kao Sto je
bleomicin mogu povecati stopu fragilnosti hromozoma, Cije uzroke treba traziti u

poremecenim procesima rekombinacija DNK.

Pored prethodno spomenutih, u jedne od najceSCih bolesti hromozomske

nestabilnosti ubrajaju se jos: Fankonijeva anemijai Nijmegenov sindrom nestabilnosti.
1.6. FANKONIJEVA ANEMIJA

Fankonijevu anemiju (FA) je 1927.god. prvi put opisao Guido Fanconi, kao
oboljenje koje se karakteriSe prisustvom makrocitoze, pancitopenije i kongenitalnih
anomalija (Fanconi 1927). Naime, radi se o retkoj bolesti sa uglavhom autozomno
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recesivnim nacinom nasledivanja (jedan redak oblik FA se nasleduje X-vezano) i
frekvencom javljanja od oko 1:360 000 Zzivorodene dece (Swift 1971). U nekim
populacijama kao $to su Askenazi Jevreji, Spanski Romi i dr. ucestalost heterozigotnih
nosilacaje vrlo visokai iznosi oko 1:67 (Calleni dr. 2005; Kutler i Auerbach 2004).

1.6.1. KLINICKE KARAKTERISTIKE FA

Osim razli€itih kongenitalnih anomalija i pancitopenije, koje su primecene ranije,
Klinicku sliku FA c¢ine jo$ i, insuficijencija kostne srZi i povecan rizik za razvoj
maligniteta (Alter i Kupfer 2011). Malformacije kao $to su: nizak rast, promene u
pigmentaciji koZe poznatije pod nazivom: ,mrlje bele kafe* (fran. ,,café au lait”, eng.
spots), anomalije palCeva na rukama ili palCeva i radijalnih kostiju, i niz drugih
abnormalnosti koje ukljucuju skeletni, gonadalni, urinarni i dr. organske sisteme, mogu
biti prisutne kod oko 60% - 75% obolelih od FA (slika 1) (Alter i Kupfer 2011).

JoU —
jﬁ[l ]
|

Slika 1. Pacijent oboleo od FA (izvor: Alter i Young 1993).

Izrazita heterogenost simptoma FA i njihove ekspresije dodatno otezava
postavljanje dijagnoze, a samim tim i otpoCinjanje terapije ove teSke bolesti. Naime,
progresivno propadanje kostne srzi sa pancitopenijom pacijenata obolelih od FA, obi¢no
pocinje trombocitopenijom ili leukopenijom u prvoj dekadi Zivota, da bi sa 40 - 50
godina oko 90% njih razvilo aplaziju kostne srzi, 10% - 30% hematoloSke malignitete

(akutnu mijeloidnu leukemiju) i 25% - 30% solidne tumore (glave, vrata, koZe,
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urogenitalnog traktai dr.) (Alter i Kupfer 2011; Butturini i dr. 1994; Kutler i dr. 2003).
Veliki broj pacijenata sa FA karakteriSe prisustvo razli€itin poremecaja endokrinog
sistema, u prvom redu nedostatak hormona rasta (53%), zatim hipotireoidizam (37%),
didlipidemija (55%) i dr. (Wanrgjchi dr. 2001).

1.6.2. HROMOZOMSKA NESTABILNOST KOD OBOLELIH OD FA

Pojava spontane hromozomske nestabilnosti u celijama obolelin od FA i
autozomno recesivni nacin nasledivanja, prvi put su prepoznati i opisani u literaturi od
strane Tanie Schroeder, i to sredinom Sezdesetih godina proSloga veka (Schroeder i dr.
1964; Schroeder 1966; Swift i Hirschhorn 1966). Schuler i saradnici su 1969.god.
ispitivanjem Celija ovakvih bolesnika dosli do zakljucka da se pod dejstvom
alkilirajucih agenasa povecava njihova senzitivnost. Kasnije se do istog zakljucka doslo
vezano za radiosenzitivnost, kao i za veliki broj drugih DNK-unakrsno vezujuéih
jedinjenja (kofein, hloramfenikol, aktinomicin D, MMS, HN2, mitomicin C, DCMMC,
MNNG, 4NQO, 8-metoksipsoralen) (Higurashi i Conen 1971; Sasaki i Tonomura
1973). Unakrsno-vezujuci agensi reaguju sa molekulom DNK na dve razlicite pozicije,
bilo u okviru istog ili na dva razli€ita lanca, izazivajuci prekide, koji ukoliko se ne

poprave, mogu dovesti do zastoja Celijskog ciklusa ili apoptoze.

Hromozomska nestabilnost celija obolelih od FA ogleda se u povecanom
prisustvu hromozomskih i hromatidnih prekida, dicentrika, ring-hromozoma,
acentricnih fragmenata, a posebno radijalnih struktura nastalih putem inter- i
intrahromatidnih razmena (Berger i dr. 1993). Posledice destva unakrsno-vezujucih
agenasa u cCelijama FA, osim na citogenetiCkom nivou, uocljive su i na molekularnom

nivou.

1.6.3. MOLEKULARNA OSNOVA FA

Prve komplementacione analize u hibridima celija sa hipersenzitivnim odgovorom
na DNK-unakrsno-vezujuée agense, kod Cetiri pacijenta obolela od FA, pokazale su
postojanje najmanje dve (Duckworth-Rysiecki i dr. 1985), odnosno Cetiri (Strathdee i

dr. 1992a) komplementacione grupe ove bolesti. Identifikovan je i prvi gen FA koji je
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pripadao komplementacionoj grupi C, i stoga dobio ime FACC (Strathdee i dr. 1992b),
koje je kasnije promenjeno u FANCC. Hipotezu o postojanju veceg broja gena FA, koji
kodiraju produkte jednog jedinog biohemijskog puta, podrzalo je i otkrie drugog gena
FA: FANCA (Lo Ten Foe i dr. 1996). Zatim, je usledio niz otkrica i drugih gena
odnosno, komplementacionih grupa (poredane po abecednom redu): FA-B, FA-D1, FA-
D2, FA-E, FA-F, FA-G, FA-l, FA-J, FA-L, FA-M, FA-N, FA-O i FA-P (tabela 2) (de
Winter i dr. 2000; Joenje i dr. 1997; Joenje i dr. 2000; Joenje i Patel 2001; Kim i dr.
2011; Levitus i dr. 2004; Meetel i dr. 2003; Meetei i dr. 2004; Nagase i dr. 2000;
Timmersi dr. 2001; Vaz i dr. 2010; Waisfisz i dr. 1999b; Xiai dr. 2007).

Tabela 2. Komplementacione grupei geni FA.

FA-A FANCA  60%-70% 16q24.3
FA-B FANCB ~29% Xp22.3
FA-C FANCC  ~14% 9q22.3
FA-D1 BRCA2 ~3% 13q12.3
FA-D2 FANCD2  ~3% 3p25.3
FA-E FANCE ~3% 6p22-p21
FA-F FANCF ~2% 11p15
FA-G FANCG  ~10% op13
FA-I FANCI ~1% 15q25-26
FA-J BRIP1 ~2% 1722
FA-L FANCL  ~0.2% 2p16.1
FA-M FANCM  ~0.2% 16p12
FA-N PALB2  ~0.7% 14q21.3
FA-O RAD5IC  ~0.2% 17q22
FA-P SLX4 ~0.2% 16p13.3

Kao Sto se u tabeli 2. moze videti, do sada je otkriveno ukupno 15 gena Ciji
produkti uCestvuju u procesima reparacije DNK, u okviru biohemijskog puta, poznatog
kao: FA/BRCA put ili put FA (eng. FA/BRCA pathway), kojim se reguliSe Celijska
rezistentnost na DNK-unakrsno vezujuée agense (Taniguchi i D’Andrea 2006).
Mutacije u nekom od ovih gena, kada se nadu u homozigotnom stanju (sem mutacija u
FANCB genu, koje se ispoljavaju u hemizigotnom stanju zbog X-vezanog nacina
nasledivanja) dovode do naruSavanja puta FA i razvoja Celijskih, odnosno klini¢kih

anomalija karakteristicnih za ovu bolest (Garcia-Higuera i dr. 2001). Najveci broj
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obolelih od FA pripada: FA-A (60% - 70%), FA-C (~14%) i FA-G (~10%) grupama,
dok su ostale komplementacione grupe zastupljene u znatho manjem procentu (tabela 2)
(Shimamurai Alter 2010).

Pored veCeg broja gena, genetiCkoj heterogenosti ovog oboljenja, doprinos i
Cinjenica da postoji i veliki broj do sada detektovanih mutacija, razliCitog tipa. Ipak, za

izvesne mutacije je ustanovljeno da se javljaju ¢eSce, i to u odredenim populacijama:

e mutacije u FANCA genu: ¢.1115 1118del i ¢.3788_3790del kod osoba
poreklom iz Severne Evrope (Levrani dr. 1997; Morgan i dr. 1999; Wijker
i dr. 1999),

e mutacije u FANCC genu: ¢.345+4A>T u populaciji ASkenazi Jevreja, a
€.1642C>T i ¢.67delG kod naroda Severne Evrope (Whitney i dr. 1993),

e mutacije u FANCG genu: ¢.307+1G>C u Korgji i Japanu, €.925-2A>G u
Brazilu, ¢.1480+1G>C u Kanadi, a ¢.1183-1192del i ¢.1480+1G>C
mutacije u Severnoj Evropi (Demuth i dr. 2000; Nakanishi i dr. 2002).

1.6.4. PROTEINSKI KOMPLEKS FA — STRUKTURA | FUNKCIJA

Osam proteina FA (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG,
FANCL i FANCM), zajedno sa joS dva: FAAP24 (Ciccia i dr. 2007) i FAAP100 (Ling i
dr. 2007) Cine jedarni kompleks, koji se naziva proteinski kompleks FA (eng. FA core
complex). Sematski prikaz modela, kojim se opisuje funkcija ovog kompleksa, a koji je
vezan za reparaciju DNK putem homologih rekombinacija, prikazan je na dici 2.
(Kennedy i dr. 2005; Thompson i dr. 2005).

Naime, specificna oStecenja na molekulu DNK, pokrenuta bilo dejstvom
alkilirajucih agenasa bilo unutarcelijskim faktorima (u S fazi), dovode do formiranja
ubikvitin-ligaznog kompleksa FA, kojeg Cine tri subkompleksa: FANCA-FANCG,
FANCC-FANCE-FANCF i FANCB-FANCL-FAAP100 (Garcia-Higuera i dr. 2001).
FANCL protein koji je po funkciji E3 ubikvitin-ligaza, vrSi monoubikvitinaciju
(dodavanje jednog molekula ubikvitina) FANCD2 i FANCI proteina u jedru,
aktivirajuéi ih za dalji proces reparacije DNK u vidu FANCD2-1 kompleksa (Garcia-

Higuera i dr. 2001; Meetei i dr. 2005; Moldovan i D’ Andrea 2009).
14
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Slika 2. Sematski prikaz puta FA (izvor: Taniguchi i D’Andrea 2006).

Monoubikvitinacija FANCD2-I proteina zauzima centralno mesto u
biohemijskom putu FA. Na ovaj naCin je omogucena njihova interakcija sa molekulom
DNK na mestu gde postoji oStecenje, zajedno sa FANCD1, FANCJ, FANCN i nizom
drugih proteina ukljuenim u procese popravke DNK (Garcia-Higuera i dr. 2001;
Moldovan i D’Andrea 2009). lako, nije poznata tacna funkcija FANCD2-1 kompleksa,
prema dosadasnjim istrazivanjima mnogobrojni proteini pokazuju zajednicko prisustvo
sa FANCD2 proteinom (Moldovan i D’Andrea 2009). Neki od tih proteina su: ATR™
kinaza (Andreassen i dr. 2004), proteinske komponente homologih rekombinacija
(RAD51, BRCA1, BRCA?2) (Taniguchi i dr. 2002), proteini puta reparacije DNK
spajanjem nehomologih krajeva (NHEJ™) (Nakanishi i dr. 2002; Pichierri i dr. 2004),
BLM helikaza i delimi¢no ostali proteini FA (FANCE, FANCC, FANCJ) (Pace i dr.

19 ATR - eng. Ataxia Telangiectasia and Rad3-related

" NHEJ - eng. Non-Homologous End-Joining
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2002; Taniguchi i D’Andrea 2006). FANCM moze da se veze direktno za molekul
DNK, slicno kao FANCJ i FANCD1, koji nisu neophodni u procesu monoubikvitinacije
FANCD?2 (Ciccia i dr. 2007; Park i dr. 2005). Poznato je da je ATR kinaza, takode
neophodna za izmesStanje i monoubikvitinaciju FANCD2. Aktivacija FANCD2 proteina
zavisi pre svega od celovitosti strukture i funkcije kompleksa FA, ali i od prisustva
drugih Cinilaca mehanizama reparacije, kao Sto je nibrin, Cime se implicira regulatorna
povezanost kompleksa MRE11/RAD50/nibrin sa proteinima FA i uceS¢e u NHEJ
reparaciji (Anderssen i dr. 2004; Nakanishi i dr. 2002).

1.6.5. DIJAGNOSTIKA FA

Specificna hipersenzitivnost Celija FA na DNK-unakrsno-vezuju¢e mutagene, kao
Sto su: diepoksibutan (DEB), mitomicin C (MMC) i dr, iskoriS¢ena je u diferencijalnoj
dijagnozi ove bolesti, u vidu testova za detekciju hromozomske nestabilnosti, ai i za
detekciju zastoja Celija FA u G2 fazi Celijskog ciklusa. Poligenska osnova FA, kao i
veliki broj razliCitih mutacija, dodatno otezavaju potvrdu ovog oboljenja na
molekularnom nivou. Stoga citogeneti¢ka analiza fragilnosti hromozoma indukovane
DEB-om ili MMC-om, pre svega u kulturama limfocita periferne krvi, predstavlja
»Zlatni standard” u inicijalnom skriningu Celijskog fenotipa FA kod pacijenata sa
klinickom slikom ove bolesti. Kod pacijenata sa pove¢anom osetljivoScu Celija na
DNK-unakrsno-vezujuce agense indikovano je sprovodenje komplementacione analize
u cilju identifikacije mutiranog gena FA, kao i identifikacija mutacije/mutacija

(mutacione analize, analiza sekvence).

U pojedinim sluCajevima citogenetiCka analiza na limfocitima, nakon tretmana
moZe da pokaze postojanje dve populacije Celija: Celije sa hromozomskim aberacijama i
Celije bez hromozomskih aberacija, i ta pojava se naziva somatski mozaicizam. Kod
ovakvih pacijenata, kao i kod pacijenata sa negativnim rezultatom citogeneti¢kog testa,
a kod kojih vise kliniCkih parametara ukazuje na FA, neophodno je uraditi dodatne
analize na istom, odnosno jo$ jednom tkivu pacijenta, u cilju potvrde ili iskljuCenja

mozaika
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1.6.5.1. Analiza hromozomske nestabil nosti

Analiza fragilnosti hromozoma je citogeneticki test koji je zbog svoje
jednostavnosti nasao Siroku primenu u dijagnostici geneticki vrlo heterogenih naslednih
oboljenja. FA je jedna od ovih bolesti, kod kojih broj spontano nastalih hromozomskih
aberacija moZe veoma da varira, tako da na osnovu ovog parametra ¢esto nije moguce
postaviti dijagnozu FA. U tu svrhu se koriste specificni mutageni, kao napr. DEB ili
MMC, koji mogu da indukuju povecanje stope hromozomskih promena i do nekoliko
desetina puta (Wegner i Stumm 1999). Hromozomske aberacije koje se javljgu u
Celijama FA najceS¢e su po tipu: hromozomskih i hromatidnih prekida, acentri¢nih
fragmenata, dicentrika, ring-hromozomai dr, a posebno je zapazeno prisustvo radijalnih
hromozomskih struktura, nastalih razmenama izmedu i unutar hromozoma, odnosno

hromatida.

DEB je bifunkcionalni alkilirajuCi agens, koji mozZe da indukuje formiranje
monoalkilovanih produkata DNK, kao i DNK-unakrsnih veza, koje podrazumevaju
unakrsne veze tipa: DNK-DNK i DNK-protein (Wen i dr. 2011). Zdrave Celije izloZene
degjstvu DEB-a, ispravljaju oSteéenja nastala na molekulu DNK, posredstvom
mehanizama reparacije (homologe rekombinacije), dok u Celijama FA to nije moguce.
Upravo iz ovih rszloga pacijenti oboleli od FA mogu imati i do nekoliko desetina puta

veci broj hromozomskih aberacija u kariotipu, nakon indukcije DEB-om.

U 15% - 20% pacijenata obolelih od FA na jednom od stupnjeva hematopoeze
dolazi do reverzije mutacije, $to Ce rezultirati u pojavi odredenog procenta limfocita
bez hromozomskih aberacija u perifernoj krvi (Auerbach i Alter 1989) ovakvih
bolesnika. Somatski mozaicizam je pojava koja se vezuje i za druge bolesti
hematopoetskih tkiva, a ne samo za FA. Mozaic¢ni fenotip FA se moZe dijagnostikovati
diepoksibutanovim testom (DEB test) na limfocitima periferne krvi, a proveriti
ponavljanjem ovog testa na fibroblastima koze kod ovakvih pacijenata (Lo Ten Foe i dr.
1997; Soulier i dr. 2005).
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1.6.5.2. Protocno citometrijska analiza Celijskog ciklusa

ProuCavajuci limfocite FA, Dutrillaux i dr. (1982) su uoCili da postoji izvestan
poremecaj u njihovom celijskom ciklusu u odnosu na zdrave Celije, odnosno da u G2/M
fazi ima oko dva puta viSe FA Celija i da im je ciklus sporiji, u poredenju sa kontrolama.
Pojava spontanog zastoja Celija obolelih od FA, u G2/M fazi, koji je mogao biti
indukovan dejstvom DNK-unakrsno vezujucih agenasa, je nasla primenu u dijagnostici
FA (Fabio i dr. 2000; Kaiser i dr. 1982; Kubbies i dr. 1985; Miglierina i dr. 1991).
ProtoCno citometrijskom analizom moguce je detektovati Celije kojima je zbog
nemogucnosti ispravke oSteCenja DNK, posredstvom razli€itih  regulatornih
mehanizama, odloZen prelazak iz G2 u M fazu cCelijskog ciklusa (Schindler i Hoehn
1999). Ovom metodom se relativno brzo moze analizirati veliki broj Celija, ali je ona
ponekad nedovoljno precizna (Schindler i Hoehn 1999).

1.6.5.3. Komet test za detekciju oStecenja DNK

Ostling i Johanson (1984) su hbili prvi koji su primenili metod mikrogel-
elektroforeze za potrebe merenja jednolancanih prekida na molekulu DNK, koji je
kasnije modifikovan (alkalni uslovi) (Singh i dr. 1988) i oznacen kao ,,gel elektroforeza
pojedina¢nih éelija“ (SCGE™). Metod se zasniva na kombinaciji dva svojstva DNK:
razliCita elektroforetska pokretljivost u zavisnosti od veli¢ine molekula i mogucnost
vizudlizacije DNK na gelu (obeleZzavanje fluorescentnim bojama). Tokom kratke
elektroforeze kojoj su bile izloZene pojedinacne Celije u agaroznom mikrogelu, oSteceni
fragmenti negativno naelektrisanog molekula DNK, su putovali brze, odnosno brze
migrirali ka anodi, u odnosu na neoSte¢enu DNK. Ova pojava se mogla videti pod
fluorescentnim mikroskopom, nakon bojenja, gde je bilo moguce kvantifikovati
relativnu koli¢inu oSteCene DNK koja je migrirala, u svakoj Celiji ponaosob. Metod je
modifikovan 1990.god od strane Olive i saradnika i preimenovan u analizu ,,kometa®
(eng. Comet Assay) zbog vizuelnog efekta DNK (Olive 1989; Olivei dr. 1990). Naime,

»glava“ komete koja se sastojala iz kompaktne, neoSteCene DNK veée molekulske mase

12 SCGE - eng Single Cell Gel Electrophoresis
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i ,,rep” komete kojeg su Cinili migrirajucu fragmenti, mogli su biti zabeleZeni (putem
digitalnih slika) i mereni koris¢enjem softvera, koji je razvijen posebno u tu svrhu
(Olive i dr. 1990; Olive i Banath 2006). Kombinacijom dva parametra: relativna
koli¢ina DNK u repu i duzina repa, dobijen je moment repa (engl. Tail Moment), kojim

se uobicajeno kvantifikuju oStecenja na molekulu DNK (Olive i dr.1990).

S obzirom na to da je potrebno svega nekoliko hiljada Celija za analizu i da je
moguce meriti oSte¢enje u bilo kojoj wvrsti Celija sa jedrom, komet test se Siroko
primenjuje (Muller 2007), pogotovu za merenje genotoksicnog dejstva razliCitih
agenasa na molekul DNK (Olive i Banath 2006). Alkalnim komet testom moguce je
detektovati kako jednolanCane, tako i dvolanCane prekide i dr. oSteCenja DNK.
Jonizuju¢im zraCenjem ili delovanjem unakrsno-vezujucih agenasa, moguce je
indukovati oStecenja u Celijama FA, koja su, u odnosu na kontrolne uzorke, znatno veca,
a zatim meriti koliCinu oSteCenosti, odnosno efikasnost mehanizama popravke DNK
(Djuzenovai dr. 2001; Mohseni-Meybodi i dr. 2009; Olive i Bandh 2006). Prednosti
komet testa su: jednostavna, laka i brza primena u detekciji oStecenja u svim fazama
¢elijskog ciklusa (ne samo tokom deobe), bez prethodnog kultivisanja Celija. Medutim,
ova metoda ima izvesna ograniCenja koja podrazumevaju uticaj drugih faktora na
rezultate analize, kao $to su godine ispitanika, zagadenje Zivotne sredine i dr. (Moller i
dr. 2000; Moller 2006; Miller 2007).

1.6.5.4. Komplementacione analize

Geneticka subtipizacija, odnosno determinacija komplementacione grupe FA
obic¢no se sprovodi korisCenjem analize reverznog Celijskog fenotipa (senzitivnost na
MMC ili analiza zastoja u G2 fazi), dobijenog nakon uvodenja kopije ,,zdravog“ gena
FA u cCelije obolelog pacijenta, putem retroviralnih vektora (Casado i dr. 2007; Chandra
i dr. 2005; Hanenberg i dr. 2002). U nekim slu€ajevima, u dijagnostiCke svrhe se moze
koristiti i ,,Western blot* (WB) analiza ekspresije odgovarajuceg gena ili analiza
monoubikvitiranog FANCD2 proteina, u cilju otkrivanja uzroka defektne funkcije
proteinskog kompleksa FA (Pilonetto i dr. 2009; Soulier i dr. 2005). WB analiza kod
obolelih od FA moZe da utvrdi nedostatak monoubikvitinirane forme FANCD?2 ili

potpuno odsustvo FANCD2 proteina, $to daje neophodne informacije vezane za
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pojedine komplementacione grupe. Vazno je napomenuti da ova analiza ima izvesna
ograniCenja (ne mogu se detektovati pacijenti koji pripadaju FA-D1, FA-J i FA-N
grupama), zbog Cega se preporucuje njeno koriscenje u dijagnostiCke svrhe, iskljucivo

uz upotrebu citegenetickih, citometrijskih i drugih molekularnih testova.

1.6.5.5. Mutacione analize u genima za FA

Komplementacionu grupu kod obolelog od FA, moguce je odrediti i analizom
mutacija koje se CeSCe javljaju u odredenim populacijama (Ameziane i dr. 2008).
Mutacione analize su neophodne kako za subtipizaciju pacijenta, tako i za konacnu
potvrdu dijagnoze FA (Chandra i dr. 2005). S obzirom na veliki broj
komplementacionih grupa i jos veci broj razlicitih mutacija u genima za FA, u upotrebi
je nekoliko tehnika molekularne genetike. Za detekciju mutacija u vidu amplifikacija
kodirajucih sekvenci obi¢no se koristi tehnika denaturiSuce visokoperformantne tecne
hromatografije (DHPLC™), dok se detekcija velikih delecija obi¢no vrsi primenom
tehnike amplifikacije multipnih ligand-zavisnih proba (MLPA™) (Alter 2008).

1.6.6. TERAPIJA OBOLELIH OD FA

Terapija pacijenata sa FA se zasniva na leCenju simptoma bolesti i usmerena je na
popravljanje funkcije kostne srzi. NajviSe koriS€ena za suzbijanje simptoma bolesti je
androgena terapija (Diamond i Shahidi 1967; Shahidi i Diamond 1961), dok je
transplantacija kostne srzi jedina terapija kojom je moguce izleCiti ovakve pacijente. U
tom smislu je od presudnog znaCaja brzo i precizno postavljanje dijagnoze FA kod

obolelih josS u de€ijem uzrastu, odnosno pre nego se razviju teski znaci bolesti.
1.7. NILIMEGENOV SNDROM NESTABILNOSTI

Nijmegenov sindrom nestabilnosti (NSN) (eng. Nijmegen Breakage syndrome)
(MIM ID # 210900) je retko autozomno recesivno oboljenje Cija uCestalost varira i

3 DHPLC - eng. Denaturing High Performance Liquid Chromatography
1 MLPA - eng. Multiple Ligation-dependent Probe Amplification
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krece se od 1:95 000 do 1:100 000, zavisno od populacije (Concannon i Gatti 2011).
Ovo oboljenje je prvi put opisao naucnik C.M. Weemaes 1981.god i do danas je
njegova incidenca ostala nepromenjena, mada najveCi broj opisanih sluCajeva u
literaturi potice iz Poljske i Ceske (Chrzanowska i dr. 1995; Digweed i Sperling 2004;
Weemaesi dr. 1981).

1.7.1. KLINICKE KARAKTERISTIKE NSN

Najcesce fenotipske odlike NSN su prisustvo progresivne mikrocefalije,
intrauterini i postnatalni zastoj u rastu i razvoju, nizak rast, rekurentne sinopulmonarne
infekcije, kao i veoma povecana predispozicija za razvoj malignih tumora limfnog
sistema. Jedna od karakteristicnih stigmata ove bolesti je i hipoplazija donje vilice ovih
pacijenata, koja se opisuje kao ,,lice ptiCijeg izgleda“, a osim mikrocefalije moguci su i
poremecaji u pigmentaciji koZe, ovarijalna disgeneza i druge kongenitalne anomalije
(slika 3) (Concannon i Gatti 2011).

Slika 3. Pacijent oboleo od NSN (izvor: Chrzanowska i Janniger 2012).

Ceste pluéne infekcije kod obolelih od NSN povezane su sa izraZzenom
imunodeficijencijom, kako Celijskog tako i humoralnog tipa. Kod oko treCine pacijenata

javlja se agamaglobulinemija, a smanjen je i procenat CD3+ i CD4+ T-Celija, koje su
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uglavhom otporne na dejstvo mitogena (fitohemoaglutinin), kod vecine bolesnika
(Digweed i Sperling 2004; Hiel i dr. 2000).

Za pacijente NSN je Kkarakteristicno prisustvo spontane, ali i indukovane
hromozomske nestabilnosti, sa izrazenom osetljivoSCu na jonizujuce zracenje, kao i
povecanim rizikom za razvo] kancera limfnog sistema (non-Hodgkinov limfom,
limfomi T-Celija, meduloblastomi, rabdomiosarkomi, akutna limfoblastna leukemija i
dr.) (Digweed i Sperling 2004).

1.7.2. HROMOZOMSKA NESTABILNOST KOD OBOLELIH OD NSN

Pacijenti oboleli od NSN imaju priblizno dva puta vecu osetljivost na jonizujuée
zraCenje u odnosu na zdrave ljude (van der Burgt i dr. 1996; Weemaes i dr. 1981).
Celijska hipersenzitivnost NSN se takode odnosi i na izlaganje razliGitim
radiomimetickim agensima, kao Sto su: bleomicin, streptonigrin, etopozid i dr, kao i
DNK-unakrsno vezujuéim agensima (mitomicin C i dr.) (Nove i dr. 1986; Kraakman-
van der Zwet i dr. 1999; Sullivan i dr. 1997). Dejstvo ovih faktora se zasniva na
produkciji dvolanCanih prekida, putem razliitih mehanizama, koje ove Celije nisu u

mogucnosti da isprave.

Indukovanje dvolan€anih prekida dovodi do zastoja u nekoj od faza celijskog
ciklusa, koji se ogleda u odlaganju prelaska u narednu fazu, Sto je regulisano
kontrolnim tackama u cEelijskom ciklusu. Pored toga, znaCajna karakteristika ¢elijskog
fenotipa NSN je i redukovana inhibicija sinteze DNK nakon jonizujuceg zraCenja,
pojava poznata pod imenom ,radiorezistentna sinteza DNK* (RDS) (Houldsworth i dr.
1980; Taaman i dr. 1983).

Spontana hromozomska nestabilnost u T-limfocitima obolelih od NSN ogledase u
prisustvu Cestih rearanZmana izmedu hromozoma 7 i 14, i to u 10% - 50% metafaza, u
regionima gde su locirani geni za imunoglobuline i T-Celijski receptor: 7p13, 7935,
14911 i 14932 (Chrzanowska i dr. 1995; Concannon i Gatti 2011; van der Burgt i dr.
1996). Kulture limfocita ovakvih pacijenata pokazuju poveéanu ucestalost hromatidnih i
hromozomskih prekida, dicentrika i drugih aberacija, u odnosu na normalne celije, $to

se nakon dejstva mutagenih agenasa visestruko uvecava.
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1.7.3. MOLEKULARNA OSNOVA NSN

Metodom pozicionog kloniranja 1998.god. mapiran je gen na dugom kraku
hromozoma 8 (8g21.3), Cija mutacija dovodi do nastanka NSN. Ovg gen je ubrzo po
otkrivanju nazvan NBS1 (Varon i dr. 1998), ali kada je ustanovljeno da je ovo jedini
gen koji se vezuje za NSN, ime gena je preinaceno u NBN gen (Concannon i Gatti,
2011). NBN gen Cine 16 egzona i oko 50 kb genomske DNK. Analize su pokazale da
NBN gen nosi informaciju za dve vrste iIRNK: od 2,41 4,4 kb (Carney i dr. 1998; Varon
i dr. 1998). U ovarijumu i testisima otkriven je povecan nivo 2,4-kb-iRNK Sto je
ukazivalo na mogucu ulogu ovog gena u mejotiCkim rekombinacijama (Carney i dr.
1998; Matsuura i dr. 1998; Varon i dr. 1998). Protein, kodiran od strane NBN gena
sastoji se od 754 aminokiseline sa dva domena karakteristiCna za proteine kontrolnih
taCaka Celijskog ciklusa (karboksi-terminalni i fosfopeptid-prepoznajuc¢i domen) i
naziva se nibrin. Iste godine kad je grupa naucnika na Celu sa R.Varon klonirala NBS1
gen, jedna druga grupa istrazivaca (Carney i dr. 1998) otkrila je gen koji kodira protein
reparacionog kompleksa dvolancanih prekida (MRE11/RAD50) prethodno oznacen kao
p95. Poredenjem komplementarnin DNK p95 i NBS1 doSlo se do zakljucka da su
istovetni (Carney i dr. 1998; Varoni dr. 1998).

Molekularne analize pacijenata obolelih od NSN su pokazale da je delecija 5 bp u
egzonu 6 (c.657_661del5) (tabela 3), najceS¢a mutacija u NBN genu, Cije homozigotno
prisustvo uzrokuje ispoljavanje bolesti kod ¢ak > 90% bolesnika slovenskog porekla
(Poljska, Ceska, Rusija, Ukrajina i dr.) (Matsuura i dr. 1998; Resnick i dr. 2003; Tekin i
dr. 2002; Varon i dr. 1998). Manji broj ovih pacijenata su sloZeni heterozigotni nosioci
zac.657_661del5 i neku drugu mutaciju, a jos je reda pojava da su homozigotni nosioci
drugih retkih mutacija (Concannon i Gatti 2011). Kod obolelih iz Sjedinjenih Americkih
Drzava (SAD) c¢.657_661del5 mutacija je u 70% slucajeva prisutna u homozigotnom
stanju, dok se u 15% javlja u kombinaciji sa drugim retkim mutacijama, koje se u
homozigotnom stanju nalaze kod preostalih 15% bolesnika (tabela 3) (Concannon i
Gatti 2011; Warcoin i dr. 2009). Razlog visoke ucestalosti ¢.657_661del5 mutacije u

populacijama Slovena lezi u poreklu ove populacione grupe (prisustvu mutacije u
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osnivackoj populaciji slovenske grupe naroda i efektu osnivaca) (Concannon i Gatti

2011).

Tabela 3. Mutacije u NBN genu.

p.Arg215Trp 1 - Cesko

p.Phe228L eufsxX3 1 - Rusko

p.Glu248GlyfsX5 1 - Italijansko

p.Leu281PhefsX3 1 - Meksicko

p.GIn326X 1 - Dansko
p.W375X

1.7.4. NIBRIN PROTEIN — STRUKTURA | FUNKCIJA

Nibrin (p95) je protein koji se sastoji od 754 aminokiseline i eksprimira se u svim

tkivima (Concannon i Gatti 2011). Na svom N-terminalnom kraju nibrin sadrzi dva

domena: domen koji sluZi za prepoznavanje fosfopeptida (FHA™) i domen koji je

zajedno sa prethodnim ukljugen u procese regulacije ¢elijskog ciklusa (BRCT*®) (Dong
i dr 1999). Naime, nibrin predstavija deo MRE11-RAD50-nibrin proteinskog
kompleksa koji igra vaznu ulogu u prepoznavanju i popravci dvolancanih prekida DNK,

a Cije odsustvo ima letalni efekat (Hisama i dr. 2003).

" FHA - eng. ,forkhead associated"

8 BRCT - eng. ,,breast cancer carboxy-terminal*
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Posledica najceS¢e mutacije, delecije 5 bp u egzonu 6 NBN gena (c.657_661del5)
je pomeranje okvira Citanja, Sto u procesu transkripcije, odnosno translacije uzrokuje
ranu terminaciju originalnog proteinskog lanca (Digweed i Sperling 2004). Kao rezultat
ove promene dobijgju se dva proteinska fragmenta: kratki, najverovatnije
nefunkcionalni ,,N-terminalni* protein od oko 26 kDa i dugi ,,C-terminalni* protein od
oko 70 kDa, nastao alternativnim okvirom Citanja (Uhrhammer i dr. 2002). C-terminalni
proteinski fragment je delom aktivan, Sto najverovatnije ima suprimirajuce dejstvo na
letalni efekat nedostatka obe normalne kopije gena (Digweed i Sperling 2004).

Dvolancani prekidi molekula DNK predstavljaju lezije kriticne za opstanak celije
| vaZan su izvor mutacija i hromozomskih aberacija, kao i V(D)J rekombinacija gena za

imunoglobuline i T-Celijske receptore (slika 4) (Ries i Digweed, 1999).

‘ Zracenje ’ VDJ rekombinacije
“ N,

" Dvolanéani prekidi na molekulu ‘
DNK

\ MrE SRR

 RADS0

‘plTp
-l

L 4 b

‘ Popravka DNK ‘ L Regulacija

celijskog ciklusa |

Slika 4. Sematski prikaz funkcije nibrina.

U Celiji postoje kontrolni mehanizmi za detekciju i ispravku dvolancanih prekida
u Cijem sredistu se nalazi ataksija-telangiektazija-mutirana (ATM*") protein kinaza.
ATM svojom kinaznom funkcijom aktivira Citav niz regulatornih proteina (p53, CHK1,
CHK2, BRCA1) medu kojima je i nibrin, a u zavisnosti od njihovog odgovora deSava se

zastoj u G1 ili G2 fazi Celijskog ciklusa radi reparacije oStecenja, ili Celija podleze

 ATM - engl. ataxia-telangiectasia mutated,
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apoptozi (Digweed i Sperling 2004). Fosforilacija nibrina, inicirana FHA i BRCT
domenima, dovodi do konformacione promene MRE11-RADS50-nibrin kompleksa,
interakcije sa H2AX histonom i njegovog regrutovanja na mesto popravke dvolanc¢anog
prekida.

S obzirom da proteinu nibrinu, u Celijama obolelih od NSN, nedostaje dugi
fragment sa regulatornim domenima, onemogucena je interakcija sa H2AX histonom,
kao i aktivacija nibrina putem ATM kinaze. Defektna funkcija MRE11-RADS50-nibrin
kompleksa rezultira u poremecajima u odgovoru na dvolan€ane prekide DNK i
regulaciji Celijskog ciklusa, kao i u poviSenim nivoima reaktivnih vrsta kiseonika (eng.
Reactive Oxygen Species, ROS) koji dovode do oksidativnog stresa (Krenzlin i dr.

2012). Krajnja posledica ovih promena je aktivacija onkogenai kancerogeneza.

Homologe rekombinacije u mejozi, u osnovi su inicirane, takode dvolan¢anim
prekidima, $to u slu€aju NSN dovodi do defekta mejoze i najverovatnije vodi ka
gonadalnoj disgenezi i infertilitetu (Digweed i Sperling 2004). Uzroke
imunodeficijencije ovih pacijenata treba traziti u ulozi nibrina u rekombinacijamaV, D i
J gena za lake i teSke lance imunoglobulina, kao i za receptore B- i T-limfocita, a koje
su osnovni izvor varijabilnosti ovih proteina i osnova potentnosti imunog odgovora
(Digweed i Sperling 2004; Kracker i dr. 2005). Poremecena funkcija nibrina dovodi do
defekta i CeSCih greSaka u sistemu V(D)J rekombinacija, Sto za posledicu ima smanjenje
nivoa efikasnosti imunog odgovora (Digweed i Sperling 2004; Kracker i dr. 2005).

1.7.5. DIJAGNOSTIKA NSN

S obzirom na klini¢ku heterogenost NSN i dosadaSnje podatke vezane za Celijski
fenotip i molekularnu osnovu, nekoliko metoda je naSlo primenu u dijagnostici ove
bolesti, a to su: analiza hromozomske nestabilnosti, protocno citometrijska analiza

Celijskog ciklusa i molekularna analiza prisustva/odsustva mutacijau NBN genu.

1.7.5.1. Analiza hromozomske nestabil nosti

Analiza hromozomskih prekida i rearanZmana predstavlja jednu od najcesce

primenjivanih metoda u dijagnostici bolesti hromozomske nestabilnosti, medu kojima je
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I NSN. Spontana stopa hromozomskih aberacija, koje ukljuCuju hromozomske i
hromatidne prekide, acentricne fragmente, dicentrike i dr, a posebno translokacije,
inverzije, izohromozome i druge rearanZzmane izmedu hromozoma 7 i 14, moZe da
varira i kree se od 10% do 50% (Concannon i Gatti 2011). Ova inicijana
hromozomska nestabilnost moZe biti povecana kako dejstvom jonizujuceg zracenja (dva
puta), tako i dejstvom razliCitih radiomimetika, Cijoj grupi pripada i bleomicin
(Kraakman-van der Zwet i dr. 1999).

Bleomicin je po strukturi glikopeptid sa svojstvom antibiotika, a izaziva
jednolancane i dvolancane prekide u molekulu DNK, posredstvom svog helatnog
kompleksa i kiseonika, odnosno produkcijom slobodnih radikala (Chen i dr. 2008).
Zbog slabog odgovora limfocita na mitogeno dejstvo fitohemoaglutinina i samim tim
smanjene proliferacije Celija, citogeneticku analizu je ponekad teSko sprovesti. Tada se
pribegava drugim metodama dijagnostikovanja NSN, kao Sto je analiza cCelijskog

ciklusa ili molekularna analiza prisustva/odsustva najcesce ¢.657_661del5 mutacije.

1.7.5.2. Protocno citometrijska analiza Celijskog ciklusa

Zastoj Celija u G2 fazi celijskog ciklusa predstavlja, pored hromozomske
nestabilnosti jo$ jedan od indikatora neispravljenog oSte¢enja molekula DNK. Proto¢no
citometrijski test ima dve velike prednosti: analizom su obuhvacene Celije u svim
fazama cCelijskog ciklusa i moze se detektovati veliki broj celija (50.000 — 100.000)
(Schindler i Hoehn 1999). Bazi¢ni zastoj u G2 fazi mozZe biti povecan primenom
jonizujuéeg zraCenja ili dejstvom hemijskih mutagena. Nedostaci ove metode su da nije
uvek precizna i da nije moguca detekcija dijagnostiCki relevantnog prisustva
rearanzmana izmedu hromozoma 7 i 14 (Schindler i Soneck 1999).

1.7.5.3. Molekularna analiza mutacija u NBN genu

Kada je 1998.god. identifikovan i sekvenciran gen odgovoran za sintezu nibrina,
identifikovane su i mutacije koje dovode do nastanka NSN (Varon i dr. 1998). S
obzirom da se za mutaciju ¢.657_661del5 moze reci da je daleko najucestalija mutacija
u NBN genu, pogotovo kod bolesnika slovenskog porekla, to dodatno olakSava pristup u
molekularnoj dijagnostici NSN (Concannon i Gatti 2011; Drabek i dr. 2002). Samo je
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detekcijom mutacije u NBN genu obolelog moguce i definitivno potvrditi dijagnozu
NSN. Ovom analizom pored homozigotnih, moguce je detektovati i heterozigotne
nosioce mutacije, Sto moze biti iskorisCeno u prenatalnoj dijagnostici u porodicama
obolélih.

1.7.6. TERAPIJA OBOLELIH OD NSN

Uprkos znaCajnom napretku medicine, za NSN koje predstavlja veoma tesko
oboljenje sa letalnim posledicama, trenutno ne postoji terapija. Vecina obolelih je
dijagnostikovana kasno, sa veC razvijenom neoplazijom, Cesto i kao sekundarna

posledicaradio- ili hemoterapije.

Rano postavljanje precizne dijagnoze kod obolelih od ovih teskih bolesti, kao $to
su: NSN i FA, od presudnog je znaCaja za buduci tretman bolesnika, pre svega u smisiu
prevencije razvitka tumora. S obzirom na veliku heterogenost i variranje parametara
klinicke slike kod ovakvih pacijenata, neophodno je sprovodenje laboratorijskih testova
u cilju potvrde ili iskljuCenja dijagnoze kod svih pacijenata sa kliniCkom sumnjom da
boluju od jedne od ovih bolesti.
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2. CILJEVI

Cilj ove studije je bio da se kod pacijenata sa klinickom FA i NSN, primenom
savremenih metoda citogenetike, citometrije i molekularne genetike, omoguci

neophodna potvrda ili iskljucenje klinicki postavljene dijagnoze bolesti.
2.1. FANKONIJEVA ANEMIJA

Kod bolesnika sa klinickim znacima FA postavljeni su sledei ciljevi:

1. Analiza hromozomske nestabilnosti u kulturama limfocita periferne krvi u cilju

potvrde ili isklju¢enja FA kroz:

a) pracenje spontane hromozomske osetljivosti na osnovu sledeéih parametara:
procenat aberantnih Celija, broj prekida/Celiji, indeks fragilnosti

hromozoma;

b) pratenje DEB-om indukovane hromozomske osetljivosti (DEB test),
odredivanjem vrednosti parametara kao $to su: procenat aberantnih Celija,
broj prekida/celiji, broj prekida/aberantnoj celiji, broj

prekida/multiaberantnoj Celiji i indeks fragilnosti hromozoma, u cilju:
e definisanjarasponavrednosti ovih parametara,
¢ klasifikovanjabolesnika,

e razlikovanja pacijenata sa mozaiCnim fenotipom u odnosu na

nemozaican oblik FA,

e utvrdivanja uticaja duzine trajanja indukcije na hromozomsku
nestabilnost.

2. Andliza hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om u kulturama
fibroblasta koze u cilju potvrde ili iskljucenja mozaicnog fenotipa FA
dobijenog na limfocitima: definisanje parametara hromozomske osetljivosti

(procenat aberantnih Celija i broj prekida/celiji) u fibroblastima.
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CILJEVI

3. Analiza osteCenja DNK u limfocitima periferne krvi primenom komet testa:

odredivanje raspona vrednosti Olive-momenta repa.

4. Analiza zastoja limfocita periferne krvi i fibroblasta koze u G2 fazi Celijskog

ciklusa: utvrdivanje vrednosti procenta Celija u G2 fazi.

5. lzdvaanje pacijenata sa fenotipom FA dijagnostikovanim na osnovu svih gore
uradenih analiza, u cilju odredivanja komplementacionih grupa i potvrde

konacCne dijagnoze FA.
2.2. NIJIIMEGENOV SSINDROM NESTABILNOSTI

Ciljevi citogenetickih i molekularnih analiza kod bolesnika sa klinickom slikom
NSN su bili:

1. Analiza hromozomske nestabilnosti u kulturama limfocita periferne krvi u cilju
potvrde ili iskljuCenja fenotipa NSN:

a) odredivanje raspona vrednosti parametara hromozomske osetljivosti
limfocita indukovane BLC-om: procenat aberantnih Celija, broj

prekida/celiji, procenat €elija sa strukturnim aberacijama i dr,
b) klasifikacija bolesnika na osnovu gore navedenih parametara.

2. Molekularna analiza prisustva ili odsustva c¢.657_661del5 mutacije kod
pacijenata sa NSN u cilju konacne potvrde dijagnoze bolesti, kao i utvrdivanje

statusa nosioca za ovu mutaciju u porodicama obolelih.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. MATERIJAL

U ovoj studiji su koris¢eni uzorci periferne krvi i biopsije koZe od ukupno 100
pacijenata sa klinickim znacima FA (90) i NSN (10), koji su bili upuceni u Laboratoriju
za medicinsku genetiku Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan

Cupié, u cilju potvrde klinicke dijagnoze.

Klinicki parametri kao Sto su: aplasticna anemija, pancitopenija, nizak rast i druge
anomalije, koji su ukazivali na FA, bili su prisutni kod ukupno 90 bolesnika pretezno
deCijeg uzrasta. Preostalih deset bolesnika, takode mladih od 18 godina, imalo je
klinicke znake NSN, kao Sto su: mikrocefalija, izrazita imunodeficijentnost, lice
»ptiCijeg izgleda™ i dr. Za potrebe analize, kao kontrolni uzorci koris¢eni su limfociti
periferne krvi i fibroblasti koZe preko 100 klini¢ki zdravih osoba, uglavhom zdravih

¢lanova porodice (roditelji) obolelih.
3.2. METODE

3.2.1. FANKONIJEVA ANEMIJA

3.2.1.1. Metode citogeneticke analize

3.2.1.1.1. Andiza hromozomske nestabilnosti u kulturi limfocita periferne krvi

primenom DEB testa

Analiza senzitivnosti limfocita pacijenata sa kliniCkom slikom FA, na DNK-
unakrsno vezujuce dejstvo DEB-a, sprovedena je koris¢enjem standardnih metoda uz
izvesne modifikacije (Auerbach 1988; Auerbach 2003; Wegner i Stumm 1999).
Postavljane su netretirane i DEB-om tretirane kulture limfocita periferne krvi

pacijenata, pod istim uslovima kao i kulture limfocita zdravih osoba (Clanova porodice).

Celije su tretirane DEB-om poslednjih 24h i 48h kultivacije u finanoj
koncentraciji od 0,1 pg/ml (Wegner i Stumm 1999). Nakon 70h kultivacije dodavan je
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kolcemid (finalna koncentracija: 2,5 pg/ml) i preparacija hromozoma je uradena prema

standardnom protokolu (Wegner i Stumm 1999).

Za svakog pacijenta, za dva razli€ita vremena indukcije DEB-om analizirano je
po 50 — 100 metafaznih figura na prisustvo hromozomskih/nromatidnih prekida i
aberacija. Analiza kariotipa svih pacijenata uradena je primenom tehnike G traka
(ISCN*® (2009)). Hromatidni i hromozomski prekidi, kao i acentri¢ni fragmenti radunati
su kao jedan prekid, dicentrici i ring hromozomi kao dva prekida, a radijalne strukture
su brojane kao dva i viSe prekida u zavisnosti od broja hromozoma ukljucenih u
formiranje strukture (Wegner i Stumm 1999). Parametri procene hromozomske
nestabilnosti bili su: procenat aberantnih Celija, broj prekida po Celiji, broj prekida po
aberantnoj Celiji, broj prekida po multiaberantnoj celiji, indeks fragilnosti hromozoma i
dr. (Auerbach 1988; Auerbach 2003; Castellai dr. 2011; Wegner i Stumm 1999).

3.2.1.1.1.1. Kultivisanje limfocita periferne krvi i indukcija DEB-om

Uzorak od 3 ml periferne krvi (0,5 ml rastvora heparina'® sa 2,5 ml krvi) se zasadi
u Sest sterilnih epruveta sa po 4,5 ml prethodno pripremljene hranljive podloge (RPMI
1640 sa 20% seruma (FBS®), 1% antibiotika (streptomicin i penicilin) i 1%
fitohemoaglutinina (PHA?Y)) i poloZi u termostat na 37 °C. Dve limfocitne kulture (u
epruvetama) se ostave netretirane, dok se u dve kulture nakon 24h kultivacije (48-
Casovni tretman), a u preostale dve epruvete nakon 48h kultivacije (24-Casovni tretman)
dodaje po 50 pl radnog rastvora DEB-a (10 pg/ml), da bi se postigla finana

koncentracijaod 0,1 pg/ml, i ostave u mraku.

18 SCN - eng. International System for Cytogenetic Nomenclature (prev. Internacionalni sistem za
citogeneticku nomenklaturu)

19 Rastvor heparina (antikoagulansa) - 20% rastvor heparina (5000 i.j.) u fizioloskom rastvoru
% FBS - eng. Foetal Bovine Serum
1 PHA - eng. phytohaemoaggl utinin
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3.2.1.1.1.2. Preparacija hromozoma iz limfocita periferne krvi

Nakon 70 h kultivacije u netretirane i DEB-om tretirane kulture se ubaci kolcemid
(radni rastvor 12,5 ug/ml) u finalnoj koncentraciji od 2,5 yg/ml. Dva sata od ubacivanja
kolcemida, kulture u epruvetama se resuspenduju i centrifugirgiu 10 min na 25000
obrtaja. Odlije se supernatant i talogu doda 1ml hipotoni¢nog rastvora (5,6% KClI i 3,8%
Na-citrat u odnosu 1 : 1), resuspenduje, doda joS 9 ml istog hipotoni¢nog rastvora i
ostavi u termostatu 20 min na 37°C. U svaku epruvetu se doda po 5 kapi tritona i
centrifugira na 2500 obrtgja 10 min. Supernatant se odlije, atalogu doda 1 ml fiksativa
(CH3COOH i CH3OH u odnosu 1 : 3), resuspenduje, dopuni fiksativom do 10 ml i ostavi
na sobnoj temperaturi 20 min. Zatim dledi centrifugiranje na 2500 obrtgja 10 min,
supernatant se odlije, talogu doda 1 ml fiksativa, resuspenduje i centrifugira na 2500
obrtgja 10 min. Supernatant se odlije, atalogu, zavisno koliko ga ima, doda 3 — 4 kapi
fiksativa i 3 — 4 kapi 60% sircetne kiseline. Na Cistu prethodno ohladenu i opranu

staklenu ploCicu stavi se 2 — 3 kapi materijala i susi preko plamena.

Bojenje hromozoma po Gimzi se vrsi tako Sto se ,,Gimza*“ boja rastvori u
fosfatnom puferu pH 7,6 (4,14 g NaoHPO, i 0,35 g KH,PO,4 u 500 ml destilovane vode)

uodnosu 1: 10 tako napravljenim rastvorom preparat boji 7 — 10 min.

3.2.1.1.1.3. Tehnika G traka

Bojenje hromozoma tehnikom G traka se radi tako $to se preparat izloZi dejstvu
rastvora 0,25% tripsina i GKN-a (80 mg NaCl, 4 mg KCI i 10 mg glukoze u 10 ml
destilovane vode) u odnosu 1 : 1 u trgjanju od 1 — 2 sekunde, zatim ispira fosfatnim
puferom pH 6,8 (2,78 g NaoHPO, i 0,48 g limunske kiseline u 500 ml destilovane vode)

I boji rastvorom Gimze 7 — 10 min.

3.2.1.1.1.4. Analiza kariotipa i hromozomskih aberacija

Andlizirase 50 — 100 metafaznih figura obojenih Gimza rastvorom (prebrojavanje
I konvencionalna analiza hromozoma) na prisustvo: hromatidnih i hromozomskih
prekida, dicentrika, acentricnih fragmenata, ring hromozoma, radijalnih struktura i dr, a
potom se hromozomi oboje tehnikom G traka i analizira kariotip bolesnika na 11

metafaza (finiji strukturni rearanZzmani).
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3.2.1.1.1.5. Satisticke analize

x? testom (u Microsoft Excel programu) se testira polazna hipoteza da su nalazi
pacijenata i kontrole isti, i to uporedivanjem procenta aberantnih Celija pacijenata sa
procentom nadenim u kontroli. Rezultat analize DEB testom se smatra pozitivnim
(odbacuje se polazna hipoteza) ukoliko je vrednost verovatnoce, da su nalazi pacijenta i
kontrole isti, manja od 0,05 (p<0,05). t-nezavisnim i Mann-Whitneyjevim testovima (u
Statistica programu) se proverava polazna hipoteza da nema razlike medu nalazima
bolesnika grupisanih prema vrednostima: procenta aberantnih Celija, broja prekida po
Celiji i dr. (pozitivni i negativni na DEB testu). Smatra se da izmedu odredenih grupa
bolesnika postoji statistiCki znaCajna razlika (odbacuje se polazna hipoteza) ukoliko je

vrednost verovatno¢e manja od 0,05 (p < 0,05).

3.2.1.1.2. Analiza hromozomske nestabilnosti u kulturi fibroblasta koze primenom
DEB testa

U cilju potvrde ili isklju¢enja mozaika kod pacijenata sa klinickim znacima FA
uradena je analiza hromozomske nestabilnosti primenom DEB testa u kulturi fibroblasta
koze koriscenjem standardnog protokola (Auerbach 2003) uz izvesne modifikacije. Kao
kontrolni uzorci koris¢eni su fibroblasti koZe zdravih osoba. U poslednjih 24 h
kultivacije fibroblasti su tretirani DEB-om u finanoj koncentraciji od 0,01 pg/mi
(Auerbach 2003). Kulturama je dva sata pre preparacije dodavan kolcemid (finalna
koncentracijac 5 pg/ml) i preparacija hromozoma je sprovedena prema standardnom
protokolu (Auerbach 2003).

Analizirano je najmanje 20, a najvise 100 metafaznih figura iz svake kulture na
prisustvo hromozomskih aberacija, a parametri procene hromozomske nestabilnosti su

bili: procenat aberantnih Celija, broj prekida po Celiji i dr. (Auerbach 2003).

3.2.1.1.2.1. Kultivisanje fibroblasta koZe i indukcija DEB-om

Uzorak dobijen biopsijom koZe se iseCe sterilnim skalpelom na sitne komade i
prebaci u dva sterilna suda (Nunc — 25 cm?), koji se ostave da odstoje 4h-6h, kako bi se
komadiCi koZe zalepili za dno suda. Potom se sudovi naliju sa 5ml hranljive podloge

(HAM F-10 sa 20% FBS i 1% antibiotika) i kultiviSu u termostatu na 37°C. PodeSavanje
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pH u kulturama fibroblasta koZe se postiZze aeriranjem smeSom gasa (CO» 4,8 vol%, O,
4,8 vol% i do 100 vol% N), a podloga se u sudovima menja u zavisnosti od rasta Celija.
PasaZa kulture se vrsi tripsin-EDTA rastvorom kojim se Celije odlepe sa dna suda, zatim

im se doda hranljiva podlogai prebace se u potreban broj sudova.

Kultura fibroblasta se ostavi netretirana u bar jednom sudu, dok se u dve kulture
24 h pre preparacije doda po 50 pl rastvora DEB-a (1 pg/ml), da bi se postigla finalna

koncentracijaod 0,01 ug/ml, i tretirane kulture se ostave u mraku.

3.2.1.1.2.1. Preparacija hromozoma iz fibroblasta koze

Dva sata pre preparacije u kulture fibroblasta se ubacuje kolcemid u finalnoj
koncentraciji 5 pg/ml. Nakon dgjstva kolcemida kulturama se dodaje rastvor tripsin-
EDTA (2 ml), kako bi se Celije odlepile sa dna suda. Zatim se Celijama u rastvoru
tripsina doda hranljiva podloga i Citav sadrzaj suda prebaci u epruvete. Celije se
centrifugirggu 5 min na 1600 obrtga. Supernatant se dekantira, doda 3 — 4 kapi
hipotoni¢nog rastvora (kao kod preparacije limfocita), zatim nalije do 2 ml ovog istog
rastvora, resuspenduje i stavi u termostat 20 min na 37 °C. Smesa se centrifugira 5 min
na 1600 obrtaja, supernatant dekantira, a talogu doda fiksativ do 1 ml, resuspenduje i
ostavi na sobnoj temperaturi 20 min. Ponovo se centrifugira 5 min na 1600 obrtgja,
supernatant dekantira, a talogu doda 2 — 3 kapi fiksativai 1 — 3 kapi 60% CH3;COOH.
Materijal se na kraju nanosi u kapima na hladne i oprane staklene ploCice i susi na

plamenu.

Bojenje hromozoma po Gimazi, tehnika G traka i analiza hromozomskih aberacija

se sprovodi isto kao i u kulturi limfocita.

3.2.1.2. Analiza osteCenja DNK primenom komet testa

Analiza elektroforezom pojedinacnih celija, nazvana jo$ i analiza komet testom, je
metoda koja se koristi za izu€avanje oStecenja na molekulu DNK, a koju su 1984. god
razvili naucnici O. Ostling i K.J. Johanson. Singh i saradnici (1988) su modifikovali
metodu tako da se pored dvolanCanih, mogu detektovati i jednolanCani prekidi DNK,
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koriScenjem alkalnih uslova elektroforeze pri kojima dolazi do denaturacije molekula
DNK.

Iz uzorka periferne krvi pacijenata sa klinickom slikom FA i zdravih osoba
(kontrola) na gradijentu inertnog rastvora polisaharida (Histopague 1077) izolovani su
limfociti (i dr. mononuklearne Celije) koji su odmah zamrznuti na -196 C°. Ovako
zamrznuti uzorci su Cuvani do dve godine, a zatim odmrzavani i kultivisani. U
kulturama odmrznutih limfocita ispitivana je senzitivnost Celija na DEB, pod istim

uslovima kao i u kulturi svezih limfocita periferne krvi.

Alkalnim komet testom analizirana su spontanai DEB-om indukovana oSteéenja u
kulturama limfocita pacijenatai zdravih kontrola. U svakom uzorku je andlizirano po 50
éelija, i to za vrednosti momenta repa prema Olive i saradnicima (1990) (OTM?). U
prikazu rezultata je koriscena srednja vrednost momenta repa svih Celija u analiziranom
uzorku (OTM).

3.2.1.2.1. lzolacijai zamrzavanje mononuklearnih éelija periferne krvi

U izolaciji mononuklearnih ¢elija (limfocita) iz periferne krvi koriS¢ena je metoda
centrifugiranja na gradijentu inertnog polisaharida (Histopague 1077) (Boyum 1968) uz
izvesne modifikacije. Uzorak krvi dobijen od pacijenata i zdravih kontrola u proseku je
iznosio od 6 — 8 ml, i sadrzao je dovoljan broj limfocita (vie od 2 x 10°), neophodnih za

daje andize.

Histopague 1077 se sipa u sterilne epruvete (po 4 ml). Dobijeni uzorak od 6 ml
periferne krvi (1 ml antikoagulansa sa 5 ml krvi) se razblazi fizioloSkim rastvorom u
odnosu 1 : 2. Razblazena krv se polako sipa u epruvete sa Histopaqueom do 10 ml, tako
da se ne probije gradijent (odnos Histopaquea i razblazene krvi je 1 : 1,5). Zatim se
centrifugira 10 min, na 1200 obrtgja, i odmah potom 15 min na 3000 obrtaja. Pipetom se
polako pokupi prsten limfocita i prebaci u sterilnu epruvetu. Zatim se celijama doda

hranljiva podloga (HAM F-10) i centrifugirgu se 10 min na 2000 obrtaja, odlije se

2 OTM - eng. Olive Tail Moment
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supernatant i talogu doda 1 ml hranljive podloge. Celije se broje na hemocitometru i u
koncentraciji od 1 x 10°%ml hranljive podloge (HAM F-10) sa 10% FBS, prebacuju u
krioepruvete, u koje se dodaje 8% DMSO, i Celije podleZzu dubokom zamrzavanju u

automatizovanom sistemu.

3.2.1.2.2. Odmrzavanje i kultivacija mononuklearnih éelija

Uzorci limfocita koji su Cuvani na -196 °C u teChom azotu, se odmrzavaju i

kultiviSu po istom principu kao i limfociti iz svezZe krvi.

Epruvete sa zamrznutim Celijama se trenutno odmrznu izlaganjem temperaturi od
37 °C i Celijama se odmah doda hranljiva podloga (HAM F-10). Zatim se centrifugirgu
10 min na 1800 obrtga. Odlije se supernatant i talogu doda hranljiva podioga,
resuspenduje i ponovo centrifugira 10 min na 1800 obrtaja. Celije se izbroje na
hemocitometru i podesi koncentracija od > 300 000 éelija u 1 ml kompletne podloge
(RPMI 1640 sa 20% FBS, 1% antibiotika i 1% PHA) za 72-Casovnu Kkultivaciju u
termostatu na 37 °C. Celije se tretiraju DEB-om kao i u slu€aju kulture limfocita iz
sveze krvi. Dejstvo DEB-a se prekida ispiranjem celija podlogom (centrifugiranje 10
min na 2000 obrtaja i odbacivanje supernatanta). Talog Celija se, zatim rastvori u 1 ml
hranljive podloge, Celije se izbroje na hemocitometru i podesi koncentracija od 200 000
do 500 000 ¢elija/ml.

3.2.1.2.3. Metoda alkalnog komet testa

Metodom akalnog komet testa (Singh i dr. 1988) anaizirano je prisustvo
oSte¢enja DNK u netretiranim i DEB-om (24h i 48h) tretiranim kulturama odmrznutih

limfocita pacijenatai zdravih kontrola.
| dan:
e priprema staklenih plocCica i gela:

v staklene ploCice se urone u apsolutni metanol i tako stoje 3 h,

v’ zatim se ploCice spale, suve potope u 1% agarozu sa normalnom tackom

topljenja (eng. normal melting point, NMP) i ostave da se suSe preko nodi.
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[l dan:
e daljapriprema plocica i nanoSenje Celija:
v" na ovako pripremljene ploCice se nanese sloj 1% NMP agaroze (80 pl) i
preko se stavi pokrovno staklo,

v" ploCice se stave u frizider na +4 °C 5 min, nakon €ega se uklanja pokrovno
staklo,

v" Celije u hranljivoj podlozi se prebace u ependorf-epruvete i centrifugiraju
10min na 2000 obrtaja,

v’ supernatant se dekantira, atalog od 60 ul resuspendujei podeli u dve
ependorf-epruvete (po 30 pl),

v" 30 ul ¢elija se pomeSa sa 70 ul 1% LMP (eng. low melting point) agaroze
sa niskom tackom topljenja, nanosi na sloj 1% NMP agaroze na plocici i
pokriva pokrovnim staklom,

v plocice se stave u frizider na +4 °C 5 min, nakon ¢ega se uklanja pokrovno
staklo.

e Liza Celija:
v" plocice se zatim stave u kadicu za lizu,

v' preko plocica se sipa rastvor za lizu pH 10 (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10mM Trisi 1% Triton X-100), i tako ostave 1 h na+4 °C u mraku,

e akanadenaturacija DNK:

v" odlije se rastvor za lizu i ploCice prebace u kadicu za elektroforezu,

v’ zatim se u kadicu doda 1 L elektroforetskog pufera (30 ml 10 M NaOH, 5
ml 0,2 M EDTA i do 1L dest. vode) i ostavi na+4 °C 20 min.

e dektroforeza:

v' elektroforezatraje 20 min na+4 °C pri naponu od 0,5- 1 V/cm;
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neutralizacija

v" neutralizacija se vrSi 15 min u puferu za neutralizaciju pH 7,5 (48,44 g
Trisi do 800 ml dest. vode);

bojenje:

v nasvaki gel se nanosi po 20 pl etidijum bromida (5 pg/ml u dest. vodi) i

pokrije se pokrovnim staklom;

analiza kometa:

v" pod fluorescentnim mikroskopom se analiziraju oSteéenja DNK u vidu

kometa, u 50 nasumicno izabranih Celija, primenom softvera Comet IV;

statisticke analize:

v' u Microsoft Excel programu se raCunaju osnovni statisticki parametri
(srednja vrednost, standardna devijacija i dr.) i vrednost oSte¢enja DNK u
uzorku celija predstavlja u vidu srednje vrednosti Olive-momenta repa
(OTM) za svih 50 Celija,

v testiranje grupa bolesnika vrSeno je u Statistica programu, kao u

prethodnim analizama.

3.2.1.3. Protocno citometrijska metoda analize éelijskog ciklusa

Proto€no citometrijska analiza DNK predstavlja metodu kojom se meri sadrZina

DNK u Cceliji, te na osnovu toga odreduje faza celijskog ciklusa i broj Celija u njoj

(Ormerod 2000). S obzirom da je poznato (Dutrillaux i dr. 1982) da u Celijama obolelih

od FA dolazi do specifi¢nog zastoja u G2 fazi, za potrebe analize postavljane su kulture

Celija bolesnika sa klinickom slikom FA i zdravih kontrola, i ispitivan njihov celijski

ciklus prema neSto modifikovanoj proceduri (Moreira i dr. 2008; Ormerod 2000;
Schindler i Hoehn 1999).
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3.2.1.3.1. Kultivisanje limfocita periferne krvi i pripremazaanaizu

Uzorci periferne krvi (3ml krvi sa rastvorom heparina) pacijenata i kontrola se
zasade u hranljivoj podlozi (RPMI 1640, 20% FBS, 1% antibiotika i 1% PHA) slicno
kao u slucaju citogeneticke analize DEB testom (u Sest epruveta). Dve kulture se ostave
netretirane 72h, a u Cetiri kulture se odmah po sadenju dodaje DEB (finalna
koncentracija 0,1 pg/ml). Tretman se prekida u dve kulture posle 24 h, a u preostale dve
nakon 48 h, i to ispiranjem Celija u fizioloSkom rastvoru (po 5 ml i centrifugiranjem na
2000 obrtga5 min).

Priprema suspenzije limfocita:

v' Celije se centifugiraju u zagrejanom fizioloSkom rastvoru 10 min na 2000

obrtagjai reuspenduju,

v supernatant se odlije, talogu celija doda 1 ml fizioloSkog rastvora i

resuspenduje,

v’ zatim se do 10 ml doda fiksativ i centrifugira na 2000 obrtaja 10 min (ovaj

.....

v' kada talog bude beli¢ast doda se 70% etanola do 10 ml i centrifugira na
2000 obrtgja 10 min,

v" odlije se supernatant, talogu se doda 2 ml 96% etanola i ¢uva se na-20 °C

do andlize.

3.2.1.3.2. Kultura fibroblasta koze i priprema za analizu

Fibroblasti koZe se prema ve¢ opisanoj proceduri kultiviSu u tri suda: jedan su je
netretiran, u jednom se DEB (finalna koncentracija 0,01 pg/ml) drZi 24 h i jedan sud gde
tretman DEB-om traje 48 h. Dejstvo DEB-a se prekida ispiranjem celija u fizioloSkom
rastvoru (po 5 ml i centrifugiranjem na 2000 obrtaja 5min).

Priprema suspenzije fibrobl asta:

v’ Celije se centifugiraju u zagrejanom fizioloSkom rastvoru 10 min 2000
obrtgjai reuspenduju,
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v’ supernatant se odlije, talogu doda po 10 ml 70% etanola i centrifugira na
2000 obrtaja 10 min,

v" odlije se supernatant, talogu doda 2 ml 96% etanola i ¢uva na na -20 °C do

andlize.

3.2.1.3.3. Analiza ¢éelijskoqg ciklusa

U analizi Celijskog ciklusa koris¢ena je protocno citometrijska metoda za analizu
DNK (limfocitai fibroblasta) (Ormerod 2000), koja je delimicno modifikovana.

Analiza Celijskog ciklusa na Becton-Dickinson (BD) FACSCaliburovom

citometru:

e suspenzija Celija u apsolutnom alkoholu se prebaci u epruvete, doda se 2 ml
rastvora fosfatnog pufera (PBS®) pH 7,4 (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,78 g
NaHPO, ¢ 2 H,O i 0,27 g KH,PO4 u 1 L dest. vode) i centrifugira5 min na
2000 obrtga,

e supernatant se odlije, talogu celija se doda 270 ml PBS rastvora, koji se zatim

resuspenduje i prebaci u epruvete za protocni citometar (12 x75 mm),

e suspenziji Celija se zatim doda 80 pl svezeg rastvora RNAze (koncentracije

1 mg/ml u PBS), resuspendujei inkubirana 37 °C 20 min,

e zatim se doda 50 pl rastvora propidijum jodida (Pl) (koncentracije 400 pg/ml
u PBS) i ostavi u mraku 10 min na sobnoj temperaturi,

e DNK Celija se zatim analizira na BD citometru pri niskoj brzini protoka
(eng.“low flow"), gde se sakupi po 10.000 ¢elija i na osnovu koli¢ine DNK

(2N, 4N) u €eliji odredi u kojoj se fazi Celijskog ciklusa nalazi,

% PBS - eng. Phosphate buffered saline
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e broj Celija po fazama se odreduje postavljanjem grani¢nika na histogramu

DNK koji odvajaju tri grupe cCelija oznaCene sa M1, M2 i M3,

e da bi se dobio procenat Celija po fazama vrsi se dekonvolucija histograma
DNK, i to tako Sto se:

v' G0/G1 faza racuna kao M1-M2/4
v' Sfazakao M2x2
v' G2/M faza se racuna kao M3-M2/4.

e broj Celija u G2/M fazi se izraZzava u vidu procenta Celija u G2 fazi.
3.2.2. NIIMEGENOV SINDROM NESTABILNOSTI

3.2.2.1. Metode citogeneticke analize

3.2.2.1.1. Andiza hromozomske nestabilnosti u kulturi limfocita periferne krvi

primenom BLC testa

Andiza BLC testom u kulturi limfocita periferne krvi je uradena prema
standardnom protokolu (Wegner i Stumm 1999). Uporedo sa kulturama limfocita
zdravih osoba, postavljane su netretirane i BLC-om tretirane kulture limfocita periferne

krvi bolesnika sa klinickom slikom NSN.

BLC je dodavan kulturama ¢elija u finalnoj koncentraciji od 1 ug/ml, Cetiri sata
pre preparacije (Wegner i Stumm 1999). Nakon 70 h kultivacije (dva sata od ubacivanja
BLC-a) Celijama je dodavan kolcemid (finalna koncentracija: 2,5ug/ml) i preparacija

hromozoma sprovedena je po standardnom postupku (Wegner i Stumm 1999).

Andizirano je od 20 - 50 metafaznih figura svake kulture na prisustvo
hromozomskih i hromatidnih prekida, i drugih strukturnih aberacija. Zatim je andliziran
kariotip bolesnika primenom tehnike G traka na svim prethodno konvencionano
analiziranim metafazama (ISCN (2009)). Broj hromatidnih/hromozomski prekida je

racunat kao i u analizi hromozomske nestabilnosti pacijenata sa klinickim znacima FA,
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a parametri procene su bili: procenat aberantnih Celija, broj prekida po cCeliji i dr.
(Wegner i Stumm 1999).

3.2.2.1.1.1. Kultivisanje limfocita periferne krvi i indukcija BLC-om

Uzorak od 5ml periferne krvi (1 ml rastvora heparina sa4 ml krvi) se zasadi u 10
sterilnih epruveta sa po 4,5 ml prethodno pripremljene hranljive podloge (RPMI 1640 sa
20% seruma (FBS), 1% PHA i 1% antibiotika) i polozi u termostat na 37°C. Pet
limfocitnih kultura se ostavi netretirano, a u pet epruveta se nakon 68 h kultivacije
menja hranljiva podloga (RPMI 1640) kojoj se dodaje po 200 ul radnog rastvora BLC-a
(5 ug/ml), dabi se postigla finalna koncentracijaod 1 pg/ml, i ostavi u mraku 4h.

Preparacijai bojenje hromozoma, analiza kariotipai hromozomskih aberacija, kao
I statisticke analize se vrSe isto kao i u kulturi limfocita u prethodno opisanoj analizi
DEB testom.

3.2.2.2. Metode molekularne analize

3.2.2.2.1. lzolacija DNK iz periferne krvi

U izolaciji DNK iz periferne krvi koris¢ena je metoda “isoljavanja” (Miller i dr.

1988) uz neznatne modifikacije.
| dan:

e uzorak periferne krvi (1ml antikoagulansa (4,5% EDTA/0,7% NaCl) sa5 - 10
ml Krvi) se rastvori u 10 ml litickog pufera, pH 7,4 (155mM NH4CI, 10mM
KHCO3, 1 mM EDTA)

e smesSa se inkubira 30 min na +4 °C i centrifugira na 5000 obrtagja 15 min na
+4°C;

e zatim se odbaci supernatant, talog resuspenduje u 10 ml litiCkog pufera;

centrifugira (15 min, +4 °C, 5000 obrtaja); ovaj korak se jo§ jednom ponovi;
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e odbaci se supernatant, talog resuspenduje u 12 ml litickog pufera, pH 8,0 (10
mM TrisHCI, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA), 140 pl 10% proteinase K i 800
pl 10% SDS;

e smeS3a se inkubira u vodenom kupatilu sa Sejkerom, na 37 °C, preko noci.
[l dan:

e smeSa se inkubira u vodenom kupatilu sa Sejkerom, na 55 °C, 60 min;

e dodase4 ml 6 M NaCl i centrifugira 15 min, na+4 °C, na 5000 obrtgja;

e supernatant se prebaci u novu epruvetu i centrifugira 15 min, +4 °C, 5000

obrtga;

e zatim se supernatant prebaci u novu epruvetu, doda 10 ml apsolutnog etanola
i istaloZi DNK;

e DNK seispira sa 70% etanolom i prebacuje u sterilnu ependorf-epruvetu sa

odgovarajuc¢om koli¢inom redestilovane vode;

e uzorci se Cuvaju na +4 °Cili -20 °C.

3.2.2.2.2. Detekcija c.657 661del5 mutacije

Za detekciju ¢.657_661del5 mutacije u NBN genu, a na osnovu poznavanja
sekvence (Varon i dr. 1998), konstruisani su prajmeri za dobijanje produkata reakcije
lanéanog umnoZavanja (PCR?*), koji su mogli da se andiziraju sistemom vertikalne
elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (PAGE®). S obzirom da ova metoda nije ranije
koriSCena za dijagnostiku ovog oboljenja, za uspostavljanje novog protokola i
utvrdivanje pojedinosti reakcije (koncentracije i koliCine osnovnih sastojaka PCR

smeSe, duzina trajanja pojedinih temperatura PCR ciklusa i dr.) primenjene su metode

% PCR - eng. Polymerase Chain Reaction

% PAGE - eng. Polyacrylamide Gel Electrophoresis
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(analiza heterodupleksa) koris¢ene u dijagnostici cistiCne fibroze (Kerem i dr. 1989;
Radivojevic i dr. 2004; Rommens i dr 1990).

PCR andiza

e PCR reakcionu smesu (25 ul po uzorku) su Cinile sledece komponente: 200 —
300 ng izolovane DNK, 0,2 uM praimera NBSF i NBSR, 0,2 mM dNTPs, 2 U
Taq DNK polimeraze, 3 mM MgCl,, 10 x koncentrovani reakcioni pufer (TRIS,
NH;SO,4, BSA) i ddH0;

e Kkoris¢eni su oligonukleotidi sa slede¢im sekvencama:
NBS-F 5" CCACCT CTT gATgAACCATCTATT g3’
NBS-R 5" ACATAATTACCT gTT Tgg CAT TCAAA 3’

e uslovi PCR-a su bili sledeéi: denaturacija uzorka na 95° C 5 min, 32 ciklusa
(95°C, 15 sekundi; 57°C, 20 sekundi; 72°C, 30 sekundi) i finalna elongacija na
72°C 10min;

e andiza heterodupleksa se radi nakon zavrSenog PCR-a, tako Sto se u nove
ependorf-epruvete prebaci po 10 ul od svakog PCR produkta (pacijenta,
pozitivne i negativne kontrole) i u posebnim epruvetama se napravi smeSa PCR
produkata svakog pacijenta sa PCR produktom pozitivne i negativne kontrole
(10 pl + 10 ul). Uzorci seinkubiraju 5 min na 94°C i 5 min na 65°C, nakon ¢ega

se brzo prebace naled;

e PCR produkti se nanose sa 7 ul boje (15% Ficoll, 0,25% Bromphenolblue,
0,25% Xylene-cyanolFF) na poliakrilamidni gel (8% akrilamid/bisakrilamidni
gel) u sistemu vertikalne elektroforeze. U poslednje leZiste na gelu se sipa 10 pl

DNK markera, auzorci putuju oko 135 min, pri haponu struje od 180 V;

e vizuelizacija produkata se vrsi bojenjem gela sa rastvorenim EtBr (1 ml 10%
EtBr rastvoren u 1 L destilovane vode), i posmatranjem na UV transiluminatoru,

dok je mutacijaidentifikovana poredenjem sa kontrolnim uzorcima.
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4. REZULTATI
4.1. FANKONIJEVA ANEMIJA

41.1. ANALIZA HROMOZOMSKE NESTABILNOSTI PRIMENOM
DIEPOKSIBUTANOVOG TESTA

Spontana hromozomska nestabilnost u celijama obolelih od FA, moZe biti
povecana dejstvom specificnih mutagena kao Sto su: mitomicin C, mefaan ili
diepoksibutan. U diferencijalnoj dijagnostici FA kod bolesnika Cija je Kklinicka slika
ukazivala na ovo oboljenje, koriS¢ena je citogenetiCka analiza diepoksibutanovim
testom (DEB test).

4.1.1.1. Analiza hromozomske nestabilnosti u kulturama limfocita periferne krvi

pacijenata sa klinickom slikom FA primenom DEB testa

U Laboratoriji za medicinsku genetiku, Instituta za zdravstvenu zaStitu majke i
deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢“, sprovedeni su citogeneti¢ki testovi za detekciju
hromozomske nestabilnosti kod 90 bolesnika sa klinickim znacima FA. Na limfocitima
periferne krvi svakog od njih ispitivana je spontana i DEB-om (24h i 48h) indukovana
nestabilnost hromozoma. Parametri analize su bili:

e procenat aberantnih Celija,

e broj prekida po celiji,

e broj prekida po aberantnoj Celiji,

e broj prekida po multiaberantnoj Celiji (sa dva i viSe prekida) i

e indeksfragilnosti hromozoma (CFI?).

? CFI — eng. Chromosome Fragility I ndex
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4.1.1.1.1. Andliza DEB-om indukovane hromozomske nestabilnosti u kulturama

limfocita periferne krvi

Kod 10 od 90 (11,11%) bolesnika je uoceno povecanje procenta aberantnih éelija i
broja prekida po ¢eliji, indukovanih DEB-om (u trgjanju od 24h), u odnosu na zdrave
osobe (x° test: p < 0,05) (slika5).

Slika 5. DEB-om indukovane aber acije hromozoma kod bolesnika sa
Fankonijevom anemijom: a — hromozomski prekid, b — hromatidni prekid, c -

dicentricni hromozom, d — radijalna struktura.

Ova grupa je shodno tome oznaCena kao FA grupa pacijenata (DEB-pozitivni
pacijenti) (tabela 4). U poredenju sa kontrolama, 77 (77/90 ili 85,56%) bolesnika nije
pokazalo zna¢ajnija DEB-om (24h) indukovana o3te¢enja na nivou hromozoma (x> test:
p > 0,05), pa su stoga svrstani u ne-FA grupu pacijenata (DEB-negativni pacijenti)
(tabela4). Kod preostalatri od 90 (3,33%) ispitivanih bolesnika zabeleZene su vrednosti
parametara indukovane hromozomske nestabilnosti koje su se nalazile izmedu intervala
vrednosti FA i ne-FA grupe, tako da su svrstani u granicnu FA* grupu pacijenata (tabela
4).
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Tabela 4. Spontana i DEB-om indukovana (24h) hromozomska nestabilnost u

limfocitima pacijenata u FA, grani¢noj FA*, ne-FA i kontrolnoj grupi.

e ree pes N° prekidi/
o 0]
Grupa | N N° prekida/celiji Aberantne celije (%) aberantnoj celiji
T | o | Interval T | o | Interval T | o | Interval

Spontana hromozomska nestabilnost

FA 100,14 /0,13 ,0,00-0,39 | 10,50 | 9,17 | 0,00-29,00 | 1,11 0,43 | 0,00 -1,50

FA* 3 /0,08|0,03|006-012| 800 | 3,61 | 500-12,00 |1,07|0,12| 1,00-1,20

Ne-FA |77/0,01/001|0,00-006| 098 | 1,27 | 0,00-6,00 |0,57 0,59 0,00-2,00

Kontrola | 87 | 0,00|0,01|0,00-003| 038 | 0,69 | 0,00-300 |0,26|0,45| 0,00-1,50

DEB-om indukovana (24h) hromozomska nestabilnost

FA 10 11,47 |1,16 1 0,48-4,39 | 52,52 | 18,50 | 32,00-82,00 | 2,58 0,17 | 1,20-5,35

FA* 3 /020|0,06|015-0,26 | 1567 | 551 | 12,00-22,00 | 1,33| 0,29 | 1,15-1,67

Ne-FA |77/0,02|0,03|0,00-008| 1,82 | 1,53 | 0,00-6,00 |0,860,48| 0,00-2,67

Kontrola | 870,02 |0,02|0,00-0,17| 1,41 | 1,60 | 0,00-8,00 |0,74|0,78| 0,00-3,40

N-broj, r-srednja vrednost, o-standardna devijacija.

Procenat DEB-om 24h indukovanih aberantnih cCelija u FA grupi se kretao u
rasponu od 32% do 82% sa srednjom vredno$¢u?’ 52,52% + 18,50%, dok je u ne-FA
grupi srednja vrednost iznosila 1,82% + 1,53%, sa intervalom vrednosti od 0% do 6%,
bez medusobnog preklapanja (tabela 4; dika6).

OKontrolna grupa
One-FA

mFA*

mFA

%o aberantnih celija
3

10 i
0
Bezindukcije DEB 24h DEB 48h
Indukcija

Slika 6. Procenat aberantnih limfocita kod pacijenata u FA, grani¢noj FA*, ne-FA

I kontrolnoj grupi: bez i saindukcijom DEB-om (24h i 48h).

%" Srednja vrednost predstavljena kao srednja vrednost + standardna devijacija (T + o).
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Analizom broja prekida po celiji utvrdeno je da se rasponi vrednosti ovog
parametra u FA i ne-FA grupi pod indukcijom DEB-om (24h), takode nisu preklapali
(dika 7). Medutim, intervali broja indukovanih prekida/aberantnoj celiji u ove dve
grupe se nisu jasno razdvojili, tako da na osnovu ovog parametra nije bilo moguce
razlikovati FA pacijente od ne-FA (tabela 4).

5

4

3 OKontrolna grapa
One-FA

) BEA*
BFA

1

0 o

Bezindukerje DEB 24h DEB 48h

Prekidi/celiji

Indukcija

Slika 7. Broj prekida/Celiji u limfocitima pacijenata u FA, granicnoj FA*, ne-FA i
kontrolnoj grupi: bez i saindukcijom DEB-om (24h i 48h).

Na osnovu dobijenih rezultata Kolmogorov-Smirnov testa (p < 0,05) u statisti¢koj
analizi vrednosti indukovane hromozomske nestabilnosti u FA i ne-FA grupi, koris¢en
je Mann-Whitneyjev neparametrijski test. Mann-Whitneyjev test je pokazao da se
vrednosti u FA i ne-FA grupi pacijenata statistiCki znacajno razlikuju (p < 0,01) kako u

procentu aberantnih Celija, tako i u broju prekida/celiji.
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Procenat aberantnih Celija i broj prekida/cCeliji, indukovanih DEB-om (24h), u
grupi FA* grani¢nih pacijenata su bili oko 8 odnosno, 10 puta veci od prosecnih
vrednosti u ne-FA grupi. Medutim, FA* pacijente nije bilo moguce pojedinacno
statisticki znacajno razlikovati u odnosu na kontrole (x? test: p > 0,05) (tabele 4i 5).

Tabela 5. Spontane i DEB-om indukovane (24h) hromozomske aberacije

pacijenata u granicnoj FA* grupi.

. DEB-indukovane (24 h)
Spontane hromozomske aber acije hromozomske aber acije
Pacijent Ne N prekida/ N° N prekida/
prekida/ A,\bqantne aberantnoj | prekida/ Ab qantne aberantnoj
aie Celije (%) i faee celije (%) i
celiji celiji celiji celiji
FA*-1. 0,06 5,00 1,20 0,26 22,00 1,18
FA*-2. 0,12 12,00 1,00 0,15 13,00 1,15
FA*-3. 0,07 7,00 1,00 0,20 12,00 1,67
T 0,08 8,00 1,07 0,20 15,67 1,33
0 0,03 3,61 0,12 0,06 5,51 0,29

4.1.1.1.1.1. Heterogenost odgovora na DEB: mozaicizam unutar FA grupe

Na osnovu krivi distribucije procenta aberantnih celija i broja prekida/Celiji u FA
grupi pod 24-Casovnhom indukcijom DEB-om (slika 8), utvrdeno je postojanje dve
podgrupe FA pacijenata.

a) J b))y

VA
v

A

'
v
A
4

1s0/E16P2
1s0[EISDN

-

I i

25 30 3% 40 45 5 5 60 6 70 75 8 8 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
% aber antnih ¢elija Broj prekida/eliji

Slika 8. Distribucija vrednosti: a) procenta aberantnih limfocitai b) broja

prekida/Celiji pod dejstvom DEB-a (24h) u FA grupi pacijenata.
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Jedna podgrupa koju su Cinili Cetiri FA pacijenta (N° FA-1, -7, -8 i -10) je imala
procent aberantnih Celija > 60% i broj prekida/Celiji od 1,31 do 4,39 (tabela 6).
Vrednosti procenta aberantnih celija kod preostalih Sest FA pacijenata (N° FA-2, -3, -4, -
5, -6 i -9) su se kretale u intervalu od 32% do 49%, sa brojem prekida/Celiji od 0,48 do

1,50 (tabela 6).

Tabela 6. Spontane i DEB-om indukovane (24h) hromozomske aberacije u

limfocitima pacijenata u FA grupi.

Spontane hromozomske aber acije DEB-indukovznbe (24@) hromozomske
eracije

FeElE N.o Aberantne N> prekida_/ N.o Aberantne N> prekida_/

prekida/ s aberantnoj | prekida/ s aberantnoj
oaer Celije (%) o ies i Celije (%) o iis
celiji celiji Celiji celiji
FA-1. 0,01 1,00 1,00 2,15 72,22 2,97
FA-2. 0,07 5,00 1,40 1,50 49,00 3,06
FA-3. 0,00 0,00 0,00 0,95 32,00 2,97
FA-4. 0,08 8,00 1,00 0,68 35,00 1,94
FA-5. 0,27 18,00 1,50 0,58 41,00 1,41
FA-6. 0,12 9,00 1,33 0,48 40,00 1,20
FA-7. 0,18 15,00 1,20 1,75 73,00 2,40
FA-8. 0,39 29,00 1,34 4,39 82,00 5,35
FA-9. 0,03 3,00 1,00 0,91 37,00 2,46
FA-10. 0,22 17,00 1,29 1,31 64,00 2,05
T 0,14 10,50 1,11 1,47 52,52 2,58
0 0,13 9,17 0,43 1,16 18,50 1,17

Napomena: podgrupa nemozai¢nih FA (FA-1, FA-7, FA-8, FA-10) i podgrupa

mozai¢nih FA pacijenata (FA-2, FA-3, FA-4, FA-5, FA-6, FA-9).

FA pacijenti iz podgrupe sa procentom aberantnih celija > 30% i < 50% su

oznaceni kao mozai¢ni FA pacijenti, dok su pacijenti sa vrednostima viSim od 60%

svrstani u podgrupu nemozai¢nih FA pacijenata (tabela 7). Kada je kao parametar

analize koriS¢en broj prekida po multiaberantnoj celiji, razlika izmedu mozaicnog i

nemozai¢nog tipa FA je bila znaCajno manja (t-test: p > 0,05) i iznosila je u proseku

manje od jednog i po puta (tabela 7).
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Tabela 7. DEB-om (24h) indukovane hromozomske aberacije u limfocitima
pacijenata u ne-FA, FA* i FA grupama, kao i u FA podgrupama: mozaicnih i

nemozaicnih FA pacijenata.

Parametar Grupa N T o) Interval

| FA 10 147 1,16 0,48 - 4,39

Nemozaicna FA 4 2,40 1,37 1,31-4,39

N° prekida/celiji Mozai¢na FA 6 0,85 0,37 0,48- 1,51

GraniCna FA* 3 0,20 0,06 0,15-0,26

Ne-FA 77 0,02 0,03 0,00- 0,08
| FA - 10 52,52 1850 @ 32,00-82,00
Aberantne celije Nemoz_avi(“:na FA 4 72,81 7,36 64,00 - 82,00
(%) Mozglcna FA 6 39,00 5,90 32,00 - 49,00
GraniCna FA* 3 15,67 551 12,00 - 22,00

Ne-FA 77 1,82 1,53 0,00 - 6,00

FA 10 3,70 1,30 2,33-6,78

N° prekida/ Nemozaic¢na FA 4 451 1,63 3,12-6,78

multi aberantnoj Mozaitna FA 6 3,16 0,75 2,33-4,32

Celiji Grani¢na FA* 3 2,00 0,00 2,00-2,00

77

Ne-FA 0,55 1,85 0,00 - 2,67

4.1.1.1.1.2. Indeks indukovane fragilnosti hromozoma

Kombinovanjem dva parametra: procenat aberantnih  Celija i  broj
prekida/multiaberantnoj celiji dobijene su vrednosti indeksa fragilnosti hromozoma
(CFI), a prema formuli (Castella i dr. 2011): [CFI = (% aberantnih Celija) x (broj
prekida/ multiaberantnoj Cceliji)], u ne-FA, FA*, mozainoj FA i nemozaiCnoj FA
podgrupi pacijenata (tabela 8).

Tabela 8. Indeks DEB-om (24h) indukovane fragilnosti hromozoma (I-CFl)

limfocita u: neFA, FA* grupi i FA podgrupama: nemozai¢nih FA i mozai¢nih FA

pacijenata.
Grupa N T o) Raspon
FA - 10 197,48 150,66 73,99 — 555,96
Nemozaicna FA 4 336,75 115,64 199,68 — 555,96
Mozai€na FA 6 104,63 21,46 73,99 - 138,24
Grani€na FA* 3 31,33 11,02 24,00 — 44,00
Ne-FA 77 0,53 1,82 0,00 - 8,00
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Rasponi 1-CFI?® vrednosti, pri indukciji DEB-om, za FA, grani¢nu FA* i ne-FA
grupu se nisu medusobno preklapali (tabela 8). Na osnovu dobijenih vrednosti ovog
istog parametra u FA grupi bolesnika bilo je moguce, takode jasno razlikovati mozai¢ne

od nemozaicnih FA pacijenata (slika 9).

6.5
8
55
5

4.5 A
4 ]
35 O A ®ne-FA (85.56%)
3 m A ¢ FA* granicni (3.33%)
) . -
2,5 = FA - mozaicni (6.67%)

2 @
1.5
1
0.5
0 e
0 20 40 60 80 100

DEB-om (24h) indukovani
prekidi/multiaberantnoj celiji

A FA - nemozaici (4.44%)

% DEB-om (24h) indukovanih aberantnih celija

Slika 9. Distribucija I-CFI vrednosti indukovanih DEB-om (24h) u limfocitima

pacijenata u ne-FA, FA*, mozai¢noj FA i nemozai¢noj FA podgrupi.

U uzorku od 90 pacijenata sa klinickom slikom FA, analizom hromozomske

nestabilnosti u limfocitima, primenom DEB testa, utvrdeno je da:

e FA pacijenti (11,11%) imaju I-CFl > 73 i to: nemozaic¢ni FA (4,44%)
imaju I-CFIl > 199, a mozaicni FA (6,67%) pacijenti imaju 73 < I-CFl <
139,

e ne-FA pacijenti (85,56%) imaju I-CFI <9,

e granicni FA* pacijenti (3,33%) imaju 23 < I-CFl < 45.

% |-CFI - eng. Induced-CFl
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4.1.1.1.1.3. Uticaj duzine trajanja indukcije DEB-om na hromozomsku

nestabilnost kod pacijenata u FA i grani¢noj FA* grupi

Poredenjem vrednosti procenta aberantnih Celija kod Cetiri pacijenta iz FA i
graniCne FA* grupe za dva razliCita vremena indukcije DEB-om: 24h i 48h, uoceno je

neznatno povecanje (oko 1,43 puta) u korist 48-Casovne indukcije (tabela 9).

Tabela 9. DEB-om indukovane (24h i 48h) hromozomske aberacije u limfocitima

pacijenatau FA, granicnoj FA*, ne-FA i kontrolnoj grupi.

N° prekida/celiji Aberantne celije (%0)
Grupa N
T o) \ Interval T \ o \ Interval
24h -indukovane hromozomske aberacije
| FA 10 147 116 | 048-439 | 5252 @ 1850 32,00- 82,00
FA* 3 020 0,06 0,15-0,26 | 15,67 5,51 12,00 - 22,00
ne-FA 77 0,02 0,03 0,00- 0,08 1,82 1,53 0,00 - 6,00

Kontrolna 87 | 0,02 0,02 0,00-0,17 1,41 1,60 0,00 - 8,00
48h -indukovane hromozomske aberacije

| FA 4 201 170 | 056-447 | 5553 @ 21,05 38,00-8611
FA* 2 032 017 020-044 2200 990  14,00- 28,00

Ne-FA 10 004 004 | 001-008 | 360 @ 3,03 1,00 - 8,00

K ontrolna 6 004 001 002-006 | 367 082 2,00 - 4,00

Uporedivanjem broja prekida po Celiji u FA i graniCnoj FA* grupi pacijenata,
nakon indukcije DEB-om u trgjanju od 48h, zabelezene su vrednosti ovog parametra,

koje su u proseku bile oko 1,50 puta veée u odnosu na 24-Casovnu indukciju.
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4.1.1.1.2. Anaiza spontane hromozomske nestabilnosti u kulturama limfocita

periferne krvi

Citogeneticka analiza u kulturi limfocita periferne krvi, u ispitivanom uzorku
pacijenata sa klinickom slikom FA, pokazalaje da seintervali vrednosti svih parametara
spontane hromozomske nestabilnosti u FA, grani¢noj FA* i ne-FA grupi, medusobno
preklapaju (tabele 101 11).

Tabela 10. Spontane hromozomske aberacije u limfocitima pacijenata u ne-FA i

FA* grupama, kao i u FA podgrupama: mozaic¢nih i nemozai¢nih FA pacijenata.

Parametar Grupa T 0 Raspon
FA 0,14 0,13 0,00-0,39
Nemozaicna FA 0,20 0,15 0,01-0,39

N

10

4
N° prekida/Celiji Mozai¢na FA 6 0,10 0,09 0,00-0,27
Grani€na FA* 3 0,08 0,03 0,06 - 0,12
Ne-FA 77 0,01 0,01 0,00 - 0,06
FA 10 10,50 9,17 0,00 - 29,00
Aberantne éelije Nemoz_aj(:na FA 4 1550 11,47 1,00 - 29,00
(%) Mozglcna FA 6 7,17 6,24 0,00 - 18,00
Grani¢na FA* 3 8,00 3,61 5,00 - 12,00
Ne-FA 77 0,98 1,27 0,00 - 6,00
FA 10 1,57 1,12 0,00- 2,80
NO prekidal Nemozai¢na FA 4 1,73 1,18 0,00-2,50
multi aberantnoj Mozaina FA 6 1,47 1,18 0,00 - 2,80
Celiji Graniéna FA* 3 067 115  0,00-2,00
Ne-FA 77 0,18 0,58 0,00-2,00

Napomena: Stopa spontane hromozomske nestabilnosti je u FA grupi bila uvecana oko
10 puta prema procentu aberantnih Celija i 14 puta prema broju prekida/celiji, u odnosu
na vrednosti odgovarajucih parametara ne-FA grupe.

Anaizom spontanih hromozomskih aberacija je utvrdeno da se grupe FA,
granicnih FA* i ne-FA pacijenata ne mogu medusobno razlikovati, na osnovu

parametara ove analize.
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Tabela 11. Indeks spontane fragilnosti hromozoma (S-CFl) u limfocitima

pacijenata u: ne-FA, FA* grupi, i FA podgrupama: nemozai¢nih i mozaicnih FA

pacijenata.
Grupa N T (o) Raspon
| FA 10 2264 2450  0,00- 7047
Nemozaicna FA 4 35,49 28,81 0,00 - 70,47
Mozaic¢na FA 6 14,07 19,04 0,00 - 50,40
Grani€na FA* 3 3,33 577 0,00- 10,00
Ne-FA 77 0,34 1,60 0,00 - 10,00

Napomena: Indeks spontane fragilnosti hromozoma u FA grupi je bio oko sedam puta
veci od indeksa ne-FA grupe, ai su seintervali vrednosti ove dve grupe preklapali.

41.1.2. Andiza hromozomske nestabilnosti u kulturama fibroblasta koze
primenom DEB testa

U grupi od 10 pacijenata sa klinickom slikom FA, koji su se na osnovu rezultata
citogeneticke analize DEB testom na limfocitima izdvojili od ostalih pacijenata, uocene
su dve podgrupe: FA pacijenti oznaCeni kao nemozaicni tip FA i FA pacijenti sa
mozai¢nom formom ove bolesti. Pacijenti koji su u odgovoru na DEB pokazali grani¢ne
vrednosti procenta aberantnih celija i broja prekida/Celiji (FA*) posmatrani su, takode
kao mozaicni FA pacijenti. U cilju potvrde ili iskljuCenja mozai¢nog fenotipa FA
dobijenog na limfocitima, bilo je neophodno uraditi ovu istu analizu na fibroblastima

koze.

41.1.21. Andiza hromozomske nestabilnosti primenom DEB testa na

fibroblastima koZe zdravih osoba

U cilju utvrdivanja vrednosti parametara hromozomske nestabilnosti u kulturama
fibroblasta koze zdravih osoba, sprovedena je citogeneticka analiza na uzorcima sedam
ovakvih osoba (kontrolna grupa). Procenat aberantnih Celija indukovan DEB-om (24h)
u ovoj grupi se kretao u rasponu od 0% - 6%, dok je interval broja prekida/Celiji iznosio:
0,00 - 0,06 (tabela 12).
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Tabela 12. Spontane i DEB-om indukovane (24h) hromozomske aberacije u
fibroblastima pacijenata u FA, FA* i kontrolnoj grupi.

H r;JLnozo.mske Parametar Pacijenti N T 0] Interval
eracije
Mozaicni FA 6 | 004 0,06 0,00-0,15
N° prekida/celiji | Granicni FA* 1] 032 - -
Spontane Kon.tvro!ni 7 0,01 | 0,01 0,00 - 0,02
Aberantne éelije Mozglcr_u FA 6 400 590 | 0,00-15,00
(%) Granicni FA* 1 24,00 - -
Kontrolni 7 057 0,68 0,00 - 2,00
MozaicniFA | 6 | 0,48 | 0,14 @ 0,02- 0,38
N° prekida/celiji | Granicni FA* 1 058 - -
24h DEB-om Kontrolni 7 002 | 002 0,00-0,06
indukovane . Mozai¢ni FA 6 | 1550 12,13 2,00 - 34,00
Abera?ot/;] )e celile " Granieni FA* | 1 38,70 | - -
Kontrolni 7 18 1,9 0,00 - 6,00
4.1.1.2.2. Andiza hromozomske nestabilnosti primenom DEB testa na

fibroblastima koZe pacijenata sa mozaicnim tipom FA

FA-2, -3, -4, -5, -6 i -9)

analizirana je hromozomska osetljivost na DEB u fibroblastima koZe. Povecane

Kod Sest pacijenata iz mozai¢ne FA podgrupe (Ne

vrednosti hromozomskih aberacija u fibroblastima pod indukcijom u odnosu na
kontrolnu grupu, uoCene su kod Cetiri (4/6 ili 66,67%) FA pacijenta (No FA-2, -5, -6 -
9) (tabela 12). Kod pacijenta oznacenog kao Ne FA-4, nadene su grani¢ne vrednosti, dok

su se vrednosti pacijenta Ne FA-3, nalazile u granicama kontrolne grupe (tabela 13).

Srednje vrednosti
mozai¢noj FA podgrupi pacijenata su bile oko osam, odnosno devet puta veCe nego u

procenta aberantnih fibroblasta i broja prekida/Celiji u

kontrolnoj grupi (tabela 12). lako je u ove dve grupe zabelezeno delimi¢no preklapanje

raspona dobijenih vrednosti, postojala je statisticki znacajna razlika izmedu njih (Mann-

Whitneyjev test: p < 0,01).
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Tabela 13. Spontane i DEB-om indukovane (24h) hromozomske aberacije u

fibroblastima pacijenata u mozai¢noj FA podgrupi.

. DEB-indukovane (24h)
Spontane hromozomske aber acije hr omozomske aber acije
Pacijent N© N©° prekida/ Ne N° prekida/
rofiday AU aberantno | prekidel SO aberantno
celiji Celiji celiji celiji
FA-2. 0,06 6,00 1,00 0,38 34,00 1,12
FA-3. 0,00 0,00 0,00 0,02 2,00 1,00
FA-4. 0,00 0,00 0,00 0,08 6,00 1,33
FA-5. 0,03 3,00 1,00 0,10 10,00 1,00
FA-6. 0,00 0,00 0,00 0,17 16,00 1,06
FA-9. 0,15 15,00 1,00 0,30 25,00 1,20
T 0,04 4,00 0,50 0,18 15,50 1,12
o 0,06 5,90 0,55 0,14 12,13 0,13

Na osnovu ovih rezultata kod Cetiri od ukupno Sest pacijenata koji su hakon DEB
testa na limfocitima periferne krvi svrstani u mozai¢nu FA podgrupu, potvrden je

fenotip FA i na fibroblastima koZze.

41.1.2.3. Anadiza hromozomske nestabilnosti primenom DEB testa na

fibroblastima koze grani¢nog FA* pacijenta

Kod jednog (FA*-2) od tri bolesnika sa grani¢nim vrednostima DEB testa na
limfocitima, nakon analize fibroblasta koZze nadeno je povecano prisustvo kako
spontanih, tako i 24h DEB-om indukovanih hromozomskih aberacija, u odnosu na
odgovarajuce vrednosti kontrolne grupe (tabela 12). Citogenetickom analizom
fibroblasta koze kod ovog pacijenta je potvrden fenotip FA.
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4.1.2. ANALIZA OSTECENJA DNK PRIMENOM ALKALNOG KOMET
TESTA

U citogenetiCkoj analizi (DEB test) limfocita periferne krvi bolesnika sa
klinickom slikom FA, tri od ukupno 90 pacijenata nije bilo moguce svrstati u FA ili u
ne-FA grupu, pa su stoga oznaCeni kao granicni FA* pacijenti. U cilju precizne
klasifikacije ovakvih bolesnika, ispitivana su oSteCenja na nivou genomske DNK
(komet test), prvo kod Klinicki zdravih osoba, a zatim kod citogeneticki ve¢ potvrdenih

FA pacijenata, kao i kod pacijenataiz ne-FA grupe.

U Laboratoriji Katedre za mikrobiologiju, BioloSskog fakulteta u Beogradu,
primenom alkalnog komet testa za detekciju jednolancanih i dvolanCanih oSteCenja
molekula DNK analizirani su uzorci limfocita: Sest zdravih osoba (kontrolna grupa), pet
pacijenataiz FA grupe (FA-nemozaicni: Noe FA-8i -10; FA-mozaicni: No FA-4,-61i -9),
dva pacijenta iz granicne FA* grupe (No FA*-1i -2), kao i 10 pacijenata iz ne-FA
grupe. Analizirana su spontanai DEB-om indukovana (24h i 48h) oStecenja DNK. Kao
parametar analize koriséen je Olive-moment repa, odnosno srednja vrednost Olive-

momenta repa u uzorku pacijenta (OTM).

4.1.2.1. Analiza oSte¢enja DNK u kulturama limfocita zdravih osoba

U cilju koris¢enja komet testa za detekciju oSte¢enja DNK na nivou pojedinacnih
Celija i potvrdu, odnosno iskljucenje fenotipa FA, bilo je pre svega potrebno odrediti
intervale variranja OTM vrednosti u kontrolnoj grupi. Ovom analizom su formirane
grani¢ne vrednosti spontanih i DEB-om indukovanih oStecenja molekula DNK zdravih
osoba (negativnih na komet testu), koje je bilo moguée uporediti sa odgovarajucim

vrednostima kod bolesnika sa klinickim znacima FA (tabela 14).
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Tabela 14. Spontana i DEB-om indukovana (24h i 48h) oSte¢enja DNK limfocita u:

FA, FA*, ne-FA i kontrolnoj grupi, izrazena u OTM vrednostima uzorka.

G N OTM
rupa T (0] Interval
Spontana DNK oStecenja
FA 5 3,14 0,51 2,63-3,93
FA* 2 3,31 2,52 1,53-5,10
Ne-FA 10 1,77 0,96 0,81-3,58
Kontrolna 6 1,49 0,39 0,94-185
24h indukovana DNK oste¢enja
FA 5 4,27 1,44 2,72-6,04
FA* 2 3,32 2,06 1,86 — 5,56
Ne-FA 10 2,21 1,24 0,87-4,21
Kontrolna 6 1,53 0,37 0,84-1,83
48h indukovana DNK oStecenja
FA 5 5,46 2,73 2,09-9,19
FA* 2 2,42 0,85 1,82 -3,03
Ne-FA 10 2,34 0,82 1,08-3,73
Kontrolna 6 2,07 0,42 1,35- 2,50

4.1.2.2. Analiza oSteCenja DNK u kulturama limfocita FA pacijenata

Kao Sto se u tabeli 14. moZe videti, svih pet FA pacijenata je pokazalo povecane
vrednosti oSte¢enja DNK nastalih bez indukcije u odnosu na kontrole (oko dva puta
vise) (tabela 14). Intervali OTM vrednosti u ove dve grupe su se jasno razdvojili tako da
ih je bilo mogude statistiCki znaCajno razlikovati (t-test p < 0,01) (tabela 14).

Anaizom uzoraka limfocita u FA grupi pacijenata, utvrdeno je povecanje
vrednosti oStecenja DNK pod indukcijom (DEB u trgjanju od 24h i 48h) u odnosu na
spontano nastala ostecenja (u proseku oko 1,3 do 1,7 puta vise) (tabela 14). Srednja
OTM vrednost indukovana DEB-om u grupi FA pacijenata je bila preko dvai po puta
veCa nego u kontrolnoj grupi (tabela 14). Rasponi OTM vrednosti u ove dve grupe,
dobijeni nakon 24-Casovnog dejstva DEB-a, se nisu preklapali i razlika izmedu grupa je
bila statistiCki znaCajna (t-test: p < 0,01). Mada su se intervai istih vrednosti pod 48-
Casovnom indukcijom u ispitivanim grupama delimi¢no preklapali, ipak ih je bilo
moguce statisticki znaCajno razlikovati (t-test: p = 0,01) (slika 10).
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Slika 10. Oste¢enja DNK u FA i kontrolnoj grupi pacijenata nastala spontano i
DEB-om indukovano 24h i 48h.

Analiza komet testom je potvrdila Celijski fenotip FA kod svih pet pacijenata kod
kojih je otkrivena povec¢ana hromozomska osetljivost, odnosno pozitivan odgovor na
DEB, bilo mozai¢nog ili nemozai¢nog tipa (tabela 15). Rezultati dobijeni u kontrolnoj i
FA grupi pacijenata su korisceni kao referentne vrednosti pri klasifikovanju pacijenata
sa klinickim znacima FA, koji su citogenetickom analizom (DEB test) dali granicne

(FA* grupa) ili negativne rezultate (ne-FA grupa).

Tabela 15. Spontana i DEB-om indukovana (24h i 48h) oSteCenja DNK limfocita
kod pet FA pacijenata.

Podgrupe OT™
FA Pacijent | Spontana DEB-om 24h DEB-om 48h
pacijenata oSteCenja | indukovana oSte¢enja | indukovana oStecenja
FA-8. 2,63 5,56 6,97
Nemozai¢na| FA-10. 2,87 3,65 2,09
Tto 2,75£0,17 4,60+£1,35 4,53+3,45
FA-4. 3,34 2,72 4,99
Mozaitna FA-6. 2,93 3,39 4,04
FA-9. 3,93 6,04 9,19
Tto 3,40+£0,51 4,05+1,76 6,07£2,74
7 3,14 4,27 5,46
UKUPNO 0 0,51 1,44 2,73
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4.1.2.3. Analiza oSteCenja DNK u kulturama limfocita FA* pacijenata

U cilju potvrde, odnosno iskljuCenja fenotipa FA, komet analiza sprovedena na
uzorcima dva pacijenta sa granicnim vrednostima DEB testa (N° FA*-1i -2) pokazalaje
povecana oStecenja DNK kod jednog od njih (FA*-2; tabela 16). Naime, OTM vrednosti
ovog pacijenta su se nalazile u granicama vrednosti nadenim u FA grupi (tabele 14i 16),
tako da je na osnovu rezultata ove analize potvrden fenotip FA. Kod drugog FA*
pacijenta (FA*-1) nisu nadena znacajna oSte¢enja DNK, u odnosu na kontrolnu grupu
(tabela 16).

Tabela 16. Spontana i DEB-om indukovana (24h i 48h) oStecenja DNK limfocita

kod dva FA* grani¢na pavijenta.

OoT™M
Pacijent Spontana DEB-om 24h DEB-om48h
oStecenja indukovana oSteéenja indukovana osteéenja
FA*-1. 1,53 1,86 1,82
FA*-2. 5,10 4,78 3,03
= 3,31 3,32 2,42
0] 2,52 2,06 0,85

4.1.2.4. Analiza oSte¢enja DNK u kulturama limfocita ne-FA pacijenata

S obzirom na osetljivost alkalnog komet testa, pre svega u pogledu mogucnosti
detekcije oStecenja DNK u svim fazama Celijskog ciklusa, a ne samo tokom deobe, ova
metoda je koriSCena za ispitivanje eventualnih oSte¢enja genomske DNK kod pacijenata
koji su imali kliniCke znake FA, a koji su bili negativni na DEB testu (ne-FA grupa).

Od ukupno 77 pacijenata u ne-FA grupi, kod 10 pacijenata Ciji su uzorci limfocita
bili dostupni za dalje analize, primenjen je akani komet test. Analize su pokazale da se
Cetiri pacijenta (N° ne-FA-3, -4, -5 i -7) izdvojilo u pogledu oStecenja DNK pod
indukcijom (DEB, 24h), u odnosu na ostale (tabela 17). Kod ovih pacijenata OTM
vrednosti su bile u intervalu odgovarajucih vrednosti FA grupe (tabele 14 i 17).
Preostalih Sest ne-FA pacijenata (N° ne-FA-1, -2, -6, -8, -9 -10) (tabela 17) je pokazalo
OTM vrednosti u granicama kontrolnih uzoraka, tako da je kod njih i ovom vrstom

analize potvrdeno da se radi o ne-FA pacijentima (negativni nakomet testu).
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Tabela 17. Spontana i DEB-om indukovana (24h i 48h) oSteCenja DNK limfocita
kod 10 ne-FA pacijenata.

OTM
Pacijent Spontana DEB-om 24h DEB-om 48h indukovana
oStecenja indukovana osteéenja oStecenja

ne-FA-1. 1,39 1,22 2,17
ne-FA-2. 1,12 1,88 1,83
ne-FA-3. 2,79 3,23 2,82
ne-FA-4. 3,58 3,21 3,73
ne-FA-5. 1,72 3,57 2,20
ne-FA-6. 0,98 0,87 2,21
ne-FA-7. 2,87 4,21 3,60
ne-FA-8. 1,43 1,93 1,99
ne-FA-9. 0,81 0,92 1,08
ne-FA-10. 1,01 1,03 1,79

T 1,77 2,21 2,34

0] 141 1,90 2,19

4.1.2.5. Rezultati komet analize na limfocitima pacijenata sa kliniCkom slikom FA

Analiza komet testom, kojom je obuhvaceno ukupno 17 pacijenata sa klinickom
dikom FA (pet FA, dva FA* i 10 ne-FA), pokazala je da 10 pacijenata (pet FA, jedan
FA* i Cetiri ne-FA) ima povecana DEB-om (24h) indukovana oStecenja DNK (komet-
pozitivni, K+) (tabele 18 i 19). Preostalih sedam pacijenata (jedan FA* i Sest ne-FA) ima
negativne rezultate ovog testa (K-) (tabele 181 19).

Tabela 18. Spontana i DEB-om indukovana (24h i 48h) oSteéenja DNK u
limfocitima pacijenata pozitivnih (K+) i negativnih na komet testu (K-) u: FA, FA*

I ne-FA grupama pacijenata.

OsteCenja DNK | Grupa N OT™M
T 0 Interval

Spontana K+ 10 3,17 0,90 2,63-5,10
K- 7 1,18 0,27 0,81-1,53

24h DEB-om K+ 10 4,04 1,09 2,72-6,04
indukovana K- 7 1,39 0,48 0,87-1,93
48h DEB-om K+ 10 4,27 2,25 2,09-9,19
indukovana K- 7 1,84 0,38 1,08-2,21
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Tabela 19. Rezultati analize komet testom u zavisnosti od grupa pacijenata prema

rezultatima citogeneticke analize (DEB test).

Rezultati analize komet testom
(24h-DEB-om indukovana oStecenja)
Grupa
(prema citogeneE[)iékoj analizi) N i SLXCAENIE

FA 5 0 5

FA* 1 1 2

Ne-FA 4 6 10

UKUPNO 10 7 17

U grupi pacijenata sa pozitivnim rezultatima komet analize postojaa je slaba

pozitivna korelacija izmedu OTM vrednosti dobijenih u kulturama bez i sa indukcijom

DEB-om (24h) koja nije bila statistiCki znacajna (Pearsonov test: r > 0,30; p > 0,05).

Uocena je i pozitivna korelacija (Pearsonov test: r = 0,70) OTM vrednosti kod DEB-om

24h tretiranih uzoraka K+ pacijenata, u odnosu na48h tretirane, koja se u ovom slucaju

pokazala kao statisticki znacajna (p = 0,02) (slika 11).

Ostec¢enja DNK (OTM) indukovana DEB-om: 24h vs. 48h

2 e

Ostecenja DNK indukovana DEB-om48h

i 2,5 3,0 3,5 4,0

4,5 5,0 5,5 6,0 6,5

Ostecenja DNK indukovana DEB-om 24h

Slika 11. Korelacija ostecenja DNK indukovanih 24h DEB-om sa oStecenjima

indukovanim 48h u K+ grupi pacijenata.
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4.1.3. PROTOCNO CITOMETRIJSKA ANALIZA CELIJSKOG CIKLUSA

Kod pacijenata koji su analizom hromozomske nestabilnosti DEB testom dali
granicne (FA* grupa) i negativne vrednosti (ne-FA grupa), a komet analizom pokazali
fenotip FA sa znaCajnim oSte¢enjima DNK, bilo je neophodno utvrditi da li dolazi do
zastoja njihovih Celija u G2 fazi Celijskog ciklusa, u cilju konaCne potvrde ili
isklju€enja Celijskog fenotipa FA. Primenom ove analize prvo na kulturama limfocita
periferne krvi zdravih osoba, a zatim i kod pacijenata u FA, granicnoj FA* i ne-FA
grupi, i njihovim medusobnim poredenjem bilo bi moguce, i dodatno potvrditi ili
iskljuciti fenotip FA. Kod FA pacijenata, kod kojih nije bio dostupan uzorak periferne
krvi, analiza Celijskog ciklusa je sprovedena u kulturama fibroblasta kozZe. Dobijeni
rezultati su prikazani u vidu procenta ¢elija u G2 fazi Celijskog ciklusa kojim su pored
G2/M bile obuhvacéene jos i, GO/G1 i S faza.

4.1.3.1. AnalizaCelijskog ciklusa u kulturi limfocita periferne krvi

Analiza Celijskog ciklusa je uradena na uzorcima limfocita: dve zdrave osobe
(kontrolna grupa), pet pacijenata FA grupe (Ne FA-4, -6, -8, -9 i -10), dva pacijenta
grani¢ne FA* grupe (No FA*-1i -2), kao i sedam pacijenata ne-FA grupe. U kulturama
limfocita periferne krvi ovih osoba, ispitivan je spontani i DEB-om indukovani (24h i
48h) zastoj Celijskog ciklusa u G2 fazi.

4.1.3.1.1. Andliza zastojalimfocitau G2 fazi ¢elijskog ciklusa kod zdravih osoba

Pre analize Celijskog ciklusa FA i granicnih FA* pacijenata, bilo je neophodno
uraditi ovu analizu na uzorcima zdravih osoba, kako bi se utvrdile vrednosti procenta
Celija u G2 fazi Celijskog ciklusa u kontrolnoj grupi. U tu svrhu su kori¢ene netretirane
I DEB-om tretirane (24h i 48h) kulture limfocita periferne krvi dve klinicki zdrave
osobe.

Rezultati su pokazali da se 2,83% * 1,80% limfocita zdravih kontrola nalazi u G2
fazi pod indukcijom DEB-om u trajanju od 24h, a da se vrednosti kreéu u intervalu od
1,56% — 4,11%, dok su se pod 48-Casovhom indukcijom vrednosti zastoja kretale u
rasponu od 4,34% — 7,21% (srednja vrednost: 5,78% + 2,03%) (tabela 20).
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Tabela 20. Spontani i DEB-om indukovani (24h i 48h) zastoj limfocita (procenat

Celija) u G2 fazi Celijskog ciklusa pacijenata u FA, FA*, ne-FA i kontrolnoj grupi.

Zasto] u G2 fazi Grupa N T o) Raspon

FA 5 14,63 2,73 11,20- 18,48

_ FA* 2 11,88 8,98 5,53 -18,24

Spontani ne-FA 7 | 767 | 308 3,69 13,73
kontrolna 2 6,77 1,29 5,86 - 7,68

FA 5 7,76 2,24 4,41 - 10,45
24h DEB-om FA* 2 6,03 1,30 511-6,95
indukovani ne-FA 7 3,80 1,51 0,69-5,31
kontrolna 2 2,83 1,80 1,56 -4,11

FA 5 13,42 8,76 4,31 - 26,95

48h DEB-om FA* 2 7,98 3,14 5,76 - 10,20
indukovani ne-FA 7 8,85 344 4,01- 15,63
kontrolna 2 5,78 2,03 434-7,21

4.1.3.1.2. Analiza zastojalimfocita u G2 fazi éelijskog ciklusa kod FA pacijenata

U cilju analize zastoja limfocita u G2 fazi koriS¢eni su uzorci pet pacijenata FA
grupe, pozitivnih naDEB testu (Ne FA-4, -6, -8, -9 -10).

Srednja vrednost procenta limfocita, spontano zaustavljenih u G2 fazi cCelijskog
ciklusa, u FA grupi je iznosila: 14,63% + 2,73%, sa rasponom vrednosti od 11,20% —
18,48% (tabele 20 i 21). Zastoj limfocita ovih pacijenata indukovan DEB-om bio je
nesto nizi, i iznosio je: 7,76% + 2,24% pri 24-Casovnom dejstvu DEB-a i 13,42% =*
8,76% pri 48-Casovnoj indukciji, ali je u oba slucaja bio oko dva i po puta, odnosno dva
puta veci nego u kontrolnoj grupi (tabele 20). U slucaju spontanog i DEB-om 24h
indukovanog zastoja intervali procenta Celija u G2 fazi u ove dve grupe se nisu
preklapali (tabela 20).
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Tabela 21. Spontani i DEB-om indukovani (24h i 48h) zastoj limfocita u G2 fazi
Celijskog ciklusa kod pet FA pacijenata.

Celije u G2 fazi (%)
Pacijent Spontani zastoj u ~ DEB-om 24h indukovani | DEB-om 48h indukovani
G2 faz zasto] u G2 faz zasto] u G2 fazi
FA-4. 15,02 10,45 13,15
FA-6. 11,20 441 15,39
FA-8. 18,48 7,71 4,31
FA-9. 15,38 8,92 7,31
FA-10. 13,08 7,32 26,95
T 14,63 7,76 13,42
0] 2,73 2,24 8,76

Kod svih pet FA pacijenata je potvrden fenotip FA u vidu poveéanog zastoja
limfocita periferne krvi u G2 fazi éelijskog ciklusa indukovanog 24-Casovnim dejstvom
DEB-a. Analiza t-nezavisnim testom je pokazala znaCajnu razliku izmedu kontrolne i
FA grupe pacijenata (p < 0,05). Pri indukciji zastoja limfocita DEB-om u trgjanju od
48h doslo je do delimi¢nog preklapanja vrednosti, tako da na osnovu ovog parametra

nije bilo moguce izdvojiti FA pacijente od zdravih kontrola (tabela 21).

4.1.3.1.3. Analiza zastojalimfocitau G2 fazi éelijskog ciklusa kod FA* pacijenata

Kulture limfocita periferne krvi dva pacijenta (Ne FA*-1 i -2) sa grani¢nim
vrednostima DEB testa, analizirane su proto¢no citometrijskim metodama u cilju
potvrde ili iskljucenja Celijskog fenotipa FA. Rezultati su pokazali da se procenti
limfocita u G2 fazi pod 24-Casovnom indukcijom DEB-om kod oba pacijenta nalaze na

donjoj granici rasponavrednosti istog parametrau FA grupi (tabele 201 22).

Proto€no citometrijskom analizom kod oba grani¢na FA* pacijenata (No FA*-1 -
2) je utvrdeno da dolazi do zastoja limfocita u G2 fazi Celijskog ciklusa, Sto je
karakteristicno zafenotip FA (tabela 22).
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Tabela 22. Spontani i DEB-om indukovani (24h i 48h) zastoj limfocita u G2 fazi

Celijskog ciklusa kod dva FA* grani¢na pacijenta.

Celije u G2 fazi (%)

Pacijent | ghontani zastoj  DEB-om 24h indukovani  DEB-om 48h indukovani
u G2 fazi zastoj u G2 fazi zastoj u G2 fazi
FA*-1. 18,24 6,95 10,20
FA*-2. 5,53 511 5,76
T 11,88 6,03 7,98
0] 8,98 1,30 3,14

4.1.3.1.4. Andiza zastoja limfocita u G2 fazi Celijskog ciklusa kod ne-FA

acijenata

Kod pacijenata sa negativnim rezultatima DEB testa na limfocitima, a s obzirom
na rezultate alkalnog komet testa, primenjena je protocno citometrijska analiza u cilju

ispitivanja procenta Celija u G2 fazi Celijskog ciklusa, odnosno fenotipa FA.

Analiza Celijskog ciklusa uradena kod sedam pacijenata iz ne-FA grupe, kod kojih
je sproveden i komet test, pokazala je da se intervali procenata DEB-om tretiranih (24h)
limfocitau G2 fazi ovih, ne-FA i pacijenata FA grupe, delimi¢no preklapaju (tabela 20).
Ipak, statistickom analizom (t-nezavisni test) je utvrdeno postojanje znacajne razlike
medu ispitivanim grupama (p < 0,05). Uzrok delimi¢nog preklapanja je bio u
vrednostima indukovanog (DEB, 24h) zastoja dva ne-FA pacijenta (28,57% wnun 2/7)
(Ne ne-FA-2 i -5) (tabela 23), koji se nalazio na donjoj granici intervalaistih vrednosti u
FA grupi (tabela 20). Kod preostalih pet (71,43% wnnu 5/7) ne-FA pacijenata (Ne ne-FA-
1, -3, -4, -6 1 -7) nije utvrdeno da dolazi do zastoja Celijskog ciklusa nakon 24-Casovnog
dejstva DEB-a (tabele 201 23).
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Tabela 23. Spontani i DEB-om indukovani (24h i 48h) zastoj limfocita u G2 fazi

Celijskog ciklusa kod sedam pacijenata ne-FA grupe.

Celije u G2 fazi (%)
Pacijent Spontani zastoj DEB-om 24h indukovani = DEB-om 48h indukovani
u G2 fazi zastoj u G2 fazi zastoj u G2 fazi

ne-FA-1. 13,73 4,24 15,63
ne-FA-2. 8,70 4,87 8,85
ne-FA-3. 3,69 4,17 7,89
ne-FA-4. 7,57 0,69 4,01
ne-FA-5. 6,57 531 8,51
ne-FA-6. 6,35 4,01 8,20
ne-FA-7. 7,07 3,32 8,93

> 7,76 3,80 8,85

o) 3,08 151 3,44

Poredenjem rezultata komet testa, kao i rezultata analize Celijskog ciklusa, kod
pacijenta Ne ne-FA-5 kod koga su nadena povecana oStecenja DNK, uocen je i 24h
DEB-om indukovani zastoj limfocita u okviru raspona vrednosti istog parametra
karakteristicnog za Celije FA pacijenata. Pacijent Ne ne-FA-2, Ciji je procenat limfocita u
G2 fazi odgovarao vrednostima FA grupe, nije pokazao oSte¢enja DNK u limfocitima
analiziranim komet testom (tabele 17 i 23). Medutim, kod tri bolesnika: Ne ne-FA-3, -4 i
-7, kod kojih su komet testom nadena povecana oStecenja na molekulu DNK, analizom
Celijskog ciklusa nije utrvrdeno da dolazi do povecanog zastoja limfocita u G2 fazi

(tabele 17 23).

4.1.3.1.5. Rezultati protocno citometrijske analize na limfocitima pacijenata sa

klinickom slikom FA

Proto€no citometrijska analiza limfocita periferne krvi uradena kod ukupno 14
pacijenata sa klinickim znacima FA (pet FA, dva FA* i sedam ne-FA), pokazala je da
devet od 14 bolesnika (pet FA, dva FA* i dva ne-FA) ima povecani DEB-om (24h)
indukovani zastoj limfocitau G2 fazi Celijskog ciklusa (G2+) (tabele 24 i 25). Vrednosti
istog parametra kod preostalih pet ne-FA pacijenata se nisu razlikovale od vrednosti
dobijenih u kontrolnoj grupi (G2-) (t-test: p < 0,05).
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Tabela 24. Spontani i DEB-om indukovani (24h) zastoj limfocita u G2 fazi u G2+ i
G2- grupi pacijenata.

Zagog;ngqcita u Grupa N — Celije u G2faz (%)
azi T o) Interval
_ G2+ 9 1247 | 4,79 553 1848
Spontani G- 5 768 | 370 3,69- 1373
24h DEB-om G2+ 9 678 205 4,41 - 10,45
indukovani G2- 5 328 | 149 0,69 — 4,24

U grupi pacijenata sa povecanim zastojem (G2+), postoji pozitivha korelacija
izmedu procenta Celija u G2 fazi u netretiranim i DEB-om (24h) tretiranim kulturama
limfocita periferne krvi, koja je bila statisticki znacajna (Pearsonov test: r = 0,68; p <
0,05) (dika 12).

Tabela 25. Rezultati protocno citometrijske analize u zavisnosti od grupa
pacijenata prema rezultatima DEB-ovog testa (citogenetickom analizom).

Rezultati zastoja limfocita u G2 fazi
(DEB, 24h)
Grupa
(prema citogeneE[)i(:koj analizi) Er a ASCAENE

FA 5 0 5

FA* 2 0 2

Ne-FA 2 5 7

UKUPNO 9 5 14

Spontani vs. 24h DEB-om indukovani
zastoj

6 8 10 12 14 16 18 20

% celija u G2 fazi pod 24h-indukcijom DEB-om

% Celija spontano prisutnih u G2 fazi

Slika 12. Korelacija spontanog i 24h DEB-om indukovanog zastoja limfocita u G2

fazi kod devet G2+ pacijenata.
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4.1.3.2. Analizaelijskog ciklusa u kulturi fibroblasta koze

U cilju ispitivanja zastoja Celija u G2 fazi, kao i potvrde fenotipa FA, kod
pacijenata sa pozitivnim, ali mozai¢nim odgovorom limfocita na DEB (FA grupa),
protocno citometrijska analiza je uradena na kulturama fibroblasta koze. U tu svrhu su
koriSCeni uzorci Cetiri pacijenta FA grupe sa mozai¢nim tipom bolesti i uzorci dve

zdrave osobe (kontrole).

4.1.3.2.1. Andiza zastoja fibroblasta u G2 fazi celijskog ciklusa kod zdravih

osoba

Analiza Celijskog ciklusa u kulturi fibroblasta koZe je prvo sprovedena na
uzorcima dve zdrave osobe. Ispitivan je spontani i DEB-om indukovani (24h i 48h)
zastoj fibroblasta u G2 fazi Celijskog ciklusa kako bi se odredili rasponi vrednosti ovih
parametara u kontrolnoj grupi. Na osnovu dobijenih rezultata prikazanih u tabeli 26.

definisane su vrednosti procenta Celija u G2 fazi, karakteristicne za zdrave kontrole.

Tabela 26. Spontani i DEB-om indukovani (24h i 48h) zastoj fibroblasta koZe

(procenat Celija) u G2 fazi Celijskog ciklusa pacijenata u FA i kontrolnoj grupi.

Zastoj u G2 fazi Grupa N T o) Raspon
Spontani FA 4 11,68 2,55 9,03- 15,00
Kontrolna 2 12,19 0,61 11,76 — 12,62
24h DEB-om FA 4 15,74 7,18 7,12—- 24,66
indukovani Kontrolna 2 7,20 3,86 4,48 -9,93
48h DEB-om FA 4 15,01 3,37 11,61 - 19,46
indukovani Kontrolna 2 4,45 2,17 2,92 -599

4.1.3.2.2. Andliza zastoja fibroblasta u G2 fazi ¢elijskoq ciklusa kod pacijenata sa

mozai¢nom formom FA

Kod Cetiri pacijenta iz FA grupe sa mozai¢nim tipom bolesti analiziran je Celijski
ciklus fibroblasta koZe, i to: dva pacijenta (N° FA-3 i -5) kod kojih periferna krv nije
bila dostupna za ovu vrstu analize i dva FA pacijenta (N° FA-6 i -9) kod kojih je vec
uocen povecan DEB-om indukovani zastoj limfocitau G2 fazi (tabela 20).
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Rezultati analize su pokazali da se intervali procenata fibroblasta pacijenta FA

grupe, u G2 fazi, bilo spontano ili 24h-DEB-om indukovano, delimi¢no preklapaju sa

nal azima kontrolne grupe (tabele 26 i 27).

Tabela 27. Spontani i DEB-om indukovani (24h i 48h) zastoj fibroblasta u G2 fazi

Celijskog ciklusa kod pet FA pacijenata.

Celije u G2 fazi (%
DEB-om 24h indukovani

DEB-om 48h indukovani

Pacijent | Spontani zastoj u
G2 faz zastoj u G2 faz zastoj u G2 faz
FA-3. 12,11 16,11 13,45
FA-5. 15,00 24,66 19,46
FA-6. 10,57 15,06 15,52
FA-9. 9,03 7,12 11,61
T 11,68 15,74 15,01
0 2,55 7,18 3,37

Medutim, zastoj fibroblasta indukovan 48-Casovnim dejstvom DEB-a kod Cetiri
FA pecijenta se kretao u rasponu od 11,61% - 19,46%, bez preklapanja sa

odgovaraju¢im vrednostima u kontrolnoj grupi (tabela 27). Na osnovu rezultata,

dobijenih pod 48-¢asovnom indukcijom, bilo je moguce razlikovati FA grupu mozaicnih

pacijenata od kontrolne grupe (t-test: p < 0,05), ¢ime je dodatno potvrden Celijski

fenotip FA ovih pacijenata.
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4.2. NIIMEGENOV SNDROM NESTABILNOSTI

4.21. ANALIZA HROMOZOMSKE NESTABILNOSTI PRIMENOM
BLEOMICINOVOG TESTA

Poznato je da pacijenti oboleli od NSN, u svom kariotipu imaju spontano prisutne
hromozomske aberacije Ciji se procenat moze specificno povecati primenom razli€itih
radiomimetika, kao Sto je BLC. Ovo svojstvo Celija pacijenata sa NSN je iskoriS¢eno u

diferencijalnoj dijagnozi ovog oboljenja.

4.2.1.1. Rezultati analize BLC testom na limfocitima periferne krvi pacijenata sa
Klinickom slikom NSN

Analiza hromozomske nestabilnosti primenom BLC testa uspesno je uradena kod
sedam od 10 pacijenata sa klinickom slikom NSN, dok kod preostala tri pacijenata zbog
malog mitotskog indeksa, nije bilo moguce uraditi ovu analizu. Kod svakog pacijenata,
u odvojenim kulturama limfocita periferne krvi analizirane su spontane i BLC-om
indukovane hromozomske aberacije (hromozomski i hromatidni prekidi, kao i
strukturne aberacije koje ukljuCuju hromozome 7, 14 i dr.). Osnovni parametri koji su

analizirani u cilju procene hromozomske nestabilnosti bili su:
e procenat aberantnih Celija,
e broj prekida po Celiji i
e procenat Celija sa strukturnim rearanZmanima hromozoma.

Cetiri od sedam (57,14%) pacijenata sa klinickim znacima NSN je pokazalo
povecan procenat aberantnih éelija i broja prekida po ¢eliji, kao i niz hromozomskih
rearanzmana indukovanih BLC-om, koji su ukljuCivali hromozome 7 i 14 (dika 13), u
odnosu na zdrave osobe kontrolne grupe (tabela 28). Ova grupa pacijenata, kojajeimaa
pozitivan odgovor na BLC oznagena je kao NBS grupa (tabele 28 i 29).

» NBS - eng. Nijmegen Breakage syndrome
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" der(14)

¥

b

Slika 13. BL C-om indukovane aber acije hromozoma u limfocitima pacijenata sa
NSN: trandokacija 7;14 (p14;q11).

Kod preostala tri pacijenta procenat BLC-om indukovanih hromozomskih

aberacija se nije statisticki (x> test) razlikovao u odnosu na kontrolnu grupu, tako da je

ta grupa pacijenata oznacena kao ne-NBS grupa (tabela 28).

Tabela 28. Spontane i BL C-om indukovane hromozomske aberacije u limfocitima

pacijenata u NBS, ne-NBSi kontrolnoj grupi.

Hromozomske
aberacije Parametar Grupa N | 7F o Raspon
limfocita
NBS 4 0,22 0,28 0,00-0,60
Prekidi/¢eliji Ne-NBS 3 | 002 0,00/ 0,02-0,02
Spontane Kontrolna 6 | 0,01 0,02] 0,00-0,06
Aberantne celije NBS 4 12,5] 15,52 0,00 - 32,00
(%) Ne-NBS 3 167 058| 1,00-2,00
Kontrolna 6 1,14 2,271 0,00-6,00
NBS 4 | 056 0,24| 0,27-0,81
Prekidi/¢eliji Ne-NBS 3 | 004 0,02] 0,02-0,06
Kontrolna 6 0,05 0,04 0,02-0,13
Indukovane Aberantne elite NBS 4 | 3367| 569| 26,67-4000
(%) ) Ne-NBS 3 | 400| 200 200-6,00
Kontrolna 6 | 38| 1,86/ 2,00-6,00
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U NBS grupi procenat aberantnih celija indukovanih BLC-om, odnosno broj
prekida/Celiji je bio oko osam, odnosno 14 puta veci nego odgovarajuce vrednosti u ne-
NBS grupi (tabele 28 i 29). Rasponi vrednosti u ove dve grupe se nisu preklapali, kako u
pogledu procenta aberantnih Celija, tako i prema broju prekida/cCeliji (tabela 28).

Tabela 29. Spontane i BL C-om indukovane hromozomske aberacije u limfocitima

NBS pacijenata
Spontane hromozomske aber acije LSS ndukgl\;ane h_r MBS
eracije
Pacijent NP Celije sa NP Celije sa
prekida/ ﬁsﬁr:‘?(t,/g )e strukturnim | prekida/ ﬁsﬁr:‘?(t,/z )e strukturnim
celiji J aberacijama (%) | Celiji J aberacijama (%)
NBS-1. 0,00 0,00 0,00 0,47 32,00 10,00
NBS-2. 0,60 32,00 24,00 0,81 40,00 10,00
NBS-3. 0,23 23,08 0,00 0,27 26,67 0,00
NBS-4. 0,26 18,00 8,00 0,68 35,00 14,00
T 0,22 12,50 8,00 0,56 33,67 8,50
0] 0,28 15,52 0,43 0,24 5,69 5,97

4.2.2. ANALIZA PACIJENATA SA KLINICKOM SLIKOM NSN PRIMENOM
METODA MOLEKULARNE GENETIKE

4.2.2.1. ldentifikacija homozigotnog prisustva c.657_661del5 mutacije kod
pacijenata sa klinickom slikom NSN

Molekularnom analizom je obuhvaceno ukupno sedam pacijenata sa kliniCkom
slikom NSN: Cetiri pacijenta iz NBS grupe i tri pacijenata kod kojih citogeneticka
analiza bila neuspesSna. Kod svih sedam pacijenata je dokazano da su homozigotni

nosioci ¢.657_661del5 mutacije u NBN genu i potvrdena je dijagnoza NSN (slika 14).
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Slika 14. PCR produkti egzona 6 u NBN genu na PAGE gel elektroforezi za
detekciju mutacije c.657_661del5: 1 — pacijent (homozigot za ¢.657_661del5), 2i 3
—roditelji pacijenta (heter ozigoti za c.657_661del5), 4 — kontrolni uzorak

(homozigot za c.657_661del5) i 5— kontrolni uzorak (nije nosilac mutacije).

4.2.2.2. ldentifikacija heterozigotnog prisustva c.657_661del5 mutacije kod

¢lanova porodica obolelih od NSN

U cilju identifikacije heterozigotnog statusa za mutaciju ¢.657_661del5 uradena je
i molekularna analiza kod ukupno 13 ¢lanova porodica obolelih od NSN (12 roditelja i
jedan brat). Kod svih 13 ispitivanih ¢lanova porodica, potvrdeno je heterozigotno
prisustvo ¢.657_661del5 mutacije u NBN genu.
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5. DISKUSIJA
5.1. FANKONIJEVA ANEMIJA

5.11. ANALIZA HROMOZOMSKE NESTABILNOSTI PRIMENOM
DIEPOKSIBUTANOVOG TESTA

Postavljanje dijagnoze FA na bazi klinickih nalaza je veoma tesko, zbog velike
fenotipske varijabilnosti koja je karakteriSe. Podaci iz literature, takode pokazuju da
priblizno 30% obolelih od FA nema urodene anomalije tipiCne za ovu bolest (Alter i
Kupfer 2011; Bagby i dr. 2004; Dokal i Vulliamy 2010). Sem klinicke, FA karakterise i
velika genetiCka heterogenost, koja se ogleda u postojanju veéeg broja gena, Cije

mutacije dovode do razvoja bolesti (Alter i Kupfer 2011).

Od ranije je poznato da se u celijama obolelih od FA mogu javiti spontane
hromozomske promene u vidu razli¢itih hromozomskih prekida i drugih rearanZmana
(Schroeder i dr. 1964; Schroeder 1966), kao i kod niza drugih sindroma hromozomske
nestabilnosti. Medutim, pacijenti oboleli od FA se mogu izdvojiti od ostalih bolesnika
sa sli€nim simptomima zahvaljujuéi hipersenzitivnom odgovoru na DNK-unakrsno-
vezujuce agense, kao Sto je DEB (Sasaki i Tonomura 1973). Posledica degjstva ovog
mutagena je prisustvo velikog broja hromozomskih i hromatidnih prekida u kariotipu
ovakvih bolesnika. Ovo svojstvo Celija sa fenotipom FA je danas u celom svetu
iskoris¢eno kao diferencijalno dijagnosticki test u procesu skrininga obolelih od FA
(Auerbach 1993).

U ovo] studiji su, prema podacima dostupnim iz literature, prvi put prikazani
rezultati analize hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om, na uzorcima
pacijenata sa klinickom slikom FA, iz Srbije. Ovom analizom je obuhvaceno ukupno 90
pacijenata i preko 80 uzoraka klini¢ki zdravih osoba (¢lanova porodice i dr.). Cilj ove
analize je bio da se na osnovu poznatih parametara hromozomske nestabilnosti
(procenat aberantnih Celija, broj prekida/Celiji, broj prekida/multiaberantnoj Cceliji,
indeks fragilnosti hromozoma i dr.) utvrde intervali njihovih variranja, i prvi put u
Srbiji definiSu referentne vrednosti hromozomske osetljivosti, kako za obolele od FA,

tako i zaostale (ne-FA) pacijentei zdrave kontrole.
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5.1.1.1. Andliza hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om u kulturi

limfocita periferne krvi pacijenata sa klinickom slikom FA

U kulturama limfocita periferne krvi kod ukupno 90 pacijenata, koji su imali
simptome FA, andizirano je prisustvo kako spontanih tako i DEB-om indukovanih
hromozomskih aberacija prema veC definisanim parametrima (procenat aberantnih
Celija, broj prekida/Celiji i dr.).

Anaize hromozomskih prekida, indukovanih DEB-om u trganju od 24h, u

limfocitnim kulturama ispitivanih bolesnika, su pokazale da:

e 1111% (10/90) pacijenata ima poveCanu hromozomsku osetljivost
(procenat aberantnih Celija > 32%; broj prekida/Celiji > 0,48) $to
odgovara Celijskom fenotipu FA (FA grupa);

e 8556% (77/90) pacijenata nema povecanu indukovanu hromozomsku
nestabilnost (procenat aberantnih éelija < 6%; broj prekida/Celiji < 0,08) i

stoga su oznaceni kao ne-FA grupa;

e 333% (3/90) pacijenata imgu hromozomsku osetljivost (procenat
aberantnih Celija: 12% - 22%; broj prekida/Celiji: 0,15 — 0,26) koja se
nalazi na granici izmedu FA i ne-FA pacijenata (graniCna FA* grupa).

Ucestalost FA u ispitivanoj grupi pacijenata sa klinickim znacima ove bolesti
(aplastiCna anemija, odnosno aplazija kostne srzi i dr.), bila je niZza od vrednosti
publikovanih u svetu, koje se kre¢u u proseku od 15% do 30% (Alter 1995; Cho i dr.
1997; Esmer i dr. 2004; Korgaonkar i dr. 2010; Oostra i dr. 2012). Ovo se moze

objasniti €injenicom da nisu svi ovakvi pacijenti upucivani na analizu DEB testom.

Grupa pacijenata sa pozitivnim rezultatom analize DEB testom oznafena kao FA,
imala je vrednosti procenta aberantnih Celija koje su se kretale u rasponu od 32% do
82% i bile preko 28 puta viSe nego u ne-FA grupi (tabela 30). Ovi podaci su delom
objavljeni u radovima Cirkovic i dr. (2006 i 2011).
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Tabela 30. Rasponi procenta DEB-om indukovanih aberantnih celija kod

pacijenata sa klinickom slikom FA.

Zemlja SV aberantnih éelija (%)

FA pacijenti ne-FA pacijenti
Sjedinjene Americke drzave | 85,15% 5,12%
(Auerbach i dr. 1989b)
Spanija (Castellai dr. 2011) | 68,10% 5,83%
Srhija® 52,52% 1,82%

Sli¢ni rezultati su dobijeni i kada je u analizi koris¢en drugi parametar
hromozomske nestabilnosti: broj prekida po Celiji. Rasponi vrednosti prekida/Celiji u FA
I ne-FA grupi su se, takode jasno razdvojili (tabela 31) i bili su u saglasnosti sa
prethodno objavljenim sli¢nim studijama (Auerbach i dr. 1989b; Ilgini dr. 1999; Kook i
dr. 1998).

Tabela 31. Rasponi vrednosti broja DEB-om indukovanih prekida/Celiji kod

pacijenata sa klinickom slikom FA.

Zemlja Interval broja prekida/Celiji
FA pacijenti ne-FA pacijenti
Sjedinjene Americke drzave | 1,30 - 23,90 0,00-0,36
(Auerbach i dr. 1989b)
Korgja (Kook i dr. 1998) 0,45-4,25 0,00-0,15
Spanija (Castellai dr. 2011) = 0,31 - 10,00 0,00 - 0,26
Turska(llgini dr. 1999)*" | 0,20 - multipli | 0,00- 0,16
prekidi
Srbija 0,48 — 4,39 0,00 - 0,08

Poredenjem rezultata u ovoj studiji sa rezultatima objavljenim u studiji
Internacionalnog registra Fankonijeve anemije (IFAR®) iz 1989. godine (tabele 30 i
31), uoCeno je da su vrednosti procenta aberantnih Celija i broja prekida/Celiji bile nesto

nize, i to u obe grupe: FA i ne-FA. S druge strane, rezultati ove studije se u potpunosti

% grbija— u ovoj studiji
%! Turska - DEB je u finalnoj koncentraciji 0,01ug/ml umesto 0,1ug/ml
*|FAR - eng. International Fanconi’s Anemia Registry
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slazu sa slicnim nalazima kod pacijenata iz Koreje (Kook i dr. 1998), Turske (llgini dr.
1999) (tabela 31) i Spanije (Castellai dr. 2011) (tabele 30 31).

Rezultati analize DEB testom na limfocitima periferne krvi kod 3,33% (3/90)
bolesnika, pokazali su vrednosti ispitivanih parametara hromozomske nestabilnosti
(15,67% = 5,51% aberantnih Celija; 0,20 + 0,06 prekida/Celiji) koje su bile izmedu istih
vrednosti dobijenih za FA i ne-FA grupu. Ovi pacijenti su svrstani u posebnu grupu tzv.
granicnih FA* pacijenata. Prema podacima iz literature oko 15% - 25% pacijenata koji
boluju od FA ima znatno niZe (od 10% - 50% aberantih Celija), Cak negativne vrednosti
parametara DEB-om indukovane hromozomske nestabilnosti na limfocitima periferne
Krvi i svrstavaju se u grupu pacijenata sa mozai¢nim tipom FA (Auerbach i Alter 1989;
Castellai dr. 2011; Kwee i dr. 1983; Lo Ten Foe i dr. 1997; Soulier i dr. 2005). Zbog
mogucnosti da ovi pacijenti, i pored nizih vrednosti ispitivanih parametara, ipak boluju
od FA (Auerbach i Alter 1989; Auerbach i dr. 1989b; Castella i dr. 2011; llgin i dr.
1999), preporuka je da se oni podvrgnu daljem testiranju u cilju dokazivanja FA
(Auerbach 2003; Auerbach 2009; Shimamurai dr. 2002; Soulier i dr. 2005).

Na kraju, vazno je naglasiti da u grupi od 10 pacijenata sa pozitivhim odgovorom
na DEB, spontana hromozomska nestabilnost nije mogla da bude iskoris¢ena za
dokazivanje fenotipa FA, zbog preklapanja ovih vrednosti u FA, grani¢noj FA*, i ne-FA
grupi. U andliziranom uzorku u FA grupi, samo 30% (3/10) pacijenata je pokazalo
povecanu spontanu hromozomsku nestabilnost u odnosu na zdrave kontrole, Sto je u
saglasnosti sa rezultatima iz literature, prema kojima ova vrednost iznosi priblizno
45,6% (Castellai dr. 2011).

5.1.1.1.1. Heterogenost odgovora na DEB: mozaicizam unutar FA grupe

U grupi od 10 FA pacijenata procenat DEB-om indukovanih aberantnih celija je
veoma varirao, i kretao se od 32% do 82%. Ova variranja su ngverovatnije posledica
prisustva pacijenata sa mozaicnom formom FA u ovoj grupi ispitanika, kod kojih su

vrednosti indukovanih aberantnih Celija obicno nize.

Somatski mozaicizam predstavlja pojavu reverzije mutacija u genima za FA, u

odredenim stadijumima hematopoeze, odnosno u odredenom procentu celija, Sto
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rezultira u pojavi dva klona celija kod ovakvih pacijenata: jednog osetljivog na dejstvo
DEB-ai drugog bez odgovora na DEB zbog prisustva revertne mutacije (Gregory i dr.
2001; Grossi dr. 2002; Hoehn i dr. 2007; Lo Ten Foe i dr. 1997; Waisfisz i dr 1999a;
Youssoufian 1996). Veci procenat Celija neosetljivin na DEB, kod ovih pacijenata
dodatno komplikuje postavljanje dijagnoze FA, uz mogucnost dobijanja lazno
negativnih rezultata DEB testa. U cilju potvrde ili iskljucenja mozai¢nog fenotipa FA,
ranije je bilo neophodno ispitivanje senzitivnosti na drugim tkivima, kao i primena
metoda molekularne genetike, kojom bi se sa sigurnoS¢u utvrdila kona¢na dijagnoza
kod ovakvih pacijenata (Shimamura i dr. 2002; Waisfisz i dr 1999a). Upravo iz ovih
razloga, istrazivanje grupe Spanskih naucnika predvodenih M. Castellom i publikovanje
matematickog modela indeksa fragilnosti hromozoma, kojim bi se lakSe definisale
podgrupe u okviru FA grupe, predstavljalo je veliki doprinos u smislu preciznije
dijagnostike FA (Castellai dr. 2011).

Prema podacima objavljenim u radu M. Castelle i dr. (2011), FA pacijenti sa
vrednostima aberantnih Celija < 40% - 50% se klasifikuju kao mozaicni oblici. U
potencijalne mozaicne forme FA se ubrajaju pacijenti sa vrednostima aberantnih celija u
rasponu od 40% do 60%, dok se FA pacijenti sa vrednostima aberantnih celija = 60%
smatraju  kompletnim, nemozai¢nim tipom FA (Castella i dr. 2011). Na osnovu
rezultata dobijenih u ovoj studiji, FA pacijenti sa procentom aberantnih celija < 50% i >
30% su klasifikovani kao mozaicni tip FA, Sto je u saglasnosti sa prethodno objavljenim
podacima (Castellai dr. 2011).

U cilju pronalazenja parametra hromozomske nestabilnosti, kojim bi se bolje
mogao sagledati aspekt mozai¢nog, ali joS uvek hipersenzitivnog odgovora Celija FA na
DEB, u analizi dobijenih rezultata, korisena je kombinacija dva postoje¢a parametra:
procenat aberantnih Celija i broj prekida/multiaberantnoj celiji, odnosno indeks
fragilnosti hromozoma (CFl) (Castellai dr. 2011).
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5.1.1.1.2. Indeksindukovane fragilnosti hromozoma

S obzirom da koris¢enje pojedinacnih parametara za analizu hromozomske
osetljivosti, kao 5to su: broj prekida/Celiji, broj prekida/multiaberantnoj Celiji i procenat
aberantnih Celija, nije dalo zadovoljavajuce rezultate u pogledu jasnog razlikovanja
mozaicnih od nemozaicnih FA pacijenata, u daljoj obradi rezultata je primenjena analiza
indeksa fragilnosti hromozoma (CFI) (Castella i dr. 2011). Indukovanim indeksom
fragilnosti, koji je dobijen mnoZenjem procenta aberantnih Celija i brojem
prekida/multiabrrantnoj Celiji ili brojem prekida/Celiji, omoguceno je bolje razdvajanje
ove dve podgrupe FA pacijenata (Castellai dr. 2011).

Anaizom |-CFl vrednosti u ispitivanom uzorku dobijeni su rezultati koji su
pokazali da se grupe pacijenata oznaCene kao: FA, granicna FA* i ne-FA, mogu
razlikovati i na osnovu ovog parametra, bez medusobnog preklapanja intervala variranja

vrednosti, $to je u skladu sa literaturnim podacima (tabela 32) (Castellai dr. 2011).

Tabela 32. Rasponi DEB-om indukovanih CFIl vrednosti (I-CFl) kod pacijenata sa

klinickom slikom FA.

Zemlja Intervali I-CFl vrednosti

FA grupa ne-FA grupa
Spanija (Castellai dr. 2011) ' 55,00 - 1180,00 | 2,00 — 40,00
Srbija 73,99-55596 | 0,00-8,00

U okviru FA grupe od ukupno 10 analiziranih pacijenata, |-CFl vrednosti su se
kod Sest pacijenata nalazile u intervalu od 73,99 — 138,24 Sto je prema radu Castelle i
dr. (2011), odgovaralo istim vrednostima nadenim u podgrupi mozaicnih FA pacijenata
(tabela 33).

Tabela 33. Rasponi |-CFI vrednosti kod pacijenata sa mozai¢nom i nemozai¢nom

formom FA.
Zemlja Intervali |-CFI vrednosti FA pacijenata
nemozaicni FA pacijenti | mozaiCni FA pacijenti
Spanija (Castellai dr. 2011) | 181,00 — 1180,00 55,00 — 220,00
Srbija 199,68 — 555,96 73,99 — 138,24
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Kod preostala Cetiri pacijenta I-CFl vrednosti su se kretale u rasponu od 199,68 —
555,96 koji se preklapao sa odgovarajucim vrednostima nemozai¢nih FA pacijenata,
prethodno objavljenim u literaturi (tabela 33) (Castellai dr. 2011).

U ovoj studiji 60% (6/10) pacijenataiz FA grupe, sa procentom aberantnih celija
> 30% i < 50% (0,48 — 1,50 prekida/celiji), su na osnovu I-CFl vrednosti oznaceni kao
mozaicni, dok su preostalih 40% (4/10) pacijenata svrstani u nemozai¢nu FA podgrupu
(procenat aberantnih cCelija > 60%; broj prekida po Celiji > 1,31). Podgrupe mozaicnih i
nemozaicnih pacijenata je u ovom slucaju, bilo moguce razlikovati i na osnovu procenta
aberantnih Celija, bez medusobnog preklapanja. Kada se poredi ucestalost mozai¢nog
tipa medu pacijentima obolelim od FA (60%) u ovoj studiji, sa uCestalos¢u od 10% -
30% u veé objavljenim radovima (Auerbach i dr. 1989a; Auerbach 2003; Castellai dr.
2011), uoCava se znatno veci procenat ovakvih pacijenata u ispitivanoj grupi pacijenata
iz Srbije. Uzrok ovome se najverovatnije nalazi u €injenici da nisu svi oboleli od FA u
Srbiji, bili podvrgnuti analizi DEB testom.

U grupi pacijenata sa kliniCkom slikom FA, 3,33% (3/90) pacijenata su pokazali
variranje |-CFl vrednosti od 24,00 — 44,00 koje se delimi¢no poklapalo sa
odgovarajuc¢im vrednostima u grupi ne-FA pacijenata objavljenim u radu Castelle i dr.
(2011) (tabela 32). Kod ovih pacijenata oznacenih kao grani¢ni FA* pacijenti, bila su

neophodna dodatna testiranja za potvrdu ili iskljucenje dijagnoze FA.

Primena analize indeksa fragilnosti hromozoma omogucila je formiranje granicnih
vrednosti ovog parametra pomocu kojih se mogu izdvojiti pacijenti sa mozai¢nim
fenotipom FA u odnosu na ostale FA pacijente, i pre sprovodenja daljih analiza na
drugim tkivima, kao i primene molekularnih metoda. Naazi koji ukazuju da se
mozaicni FA pacijenti mogu otkriti na osnovu I-CFl vrednosti na limfocitima periferne
krvi pod indukcijom DEB-om, dobijaju josS viSe na znaCaju, s obzirom da molekularna

dijagnostika ovog oboljenja mozZe biti izuzetno sloZena i skupa za izvodenje.

83



DISKUSIJA

5.1.1.1.3. Uticaj duzine trajanja indukcije DEB-om na hromozomsku nestabilnost

kod pacijenatau FA i graniénoj FA* grupi

Postoje brojni radovi i protokoli prema kojima se indukcija hromozomskih
aberacija DEB-om u kulturama limfocita periferne krvi moze vrsiti u trajanju od 24h,
48h ili 72h (Auerbach i dr. 1989b; Auerbach 2003; Castellai dr. 2011; Ilgin i dr. 1999;
Kook i dr. 1998). U ovoj studiji su uporedeni rezultati dobijeni 24- i 48-Casovnim
dejstvom DEB-a, u uzorcima pacijenata FA i granicne FA* grupe. Analiza je pokazala
da se prisustvo hromozomskih aberacija, generalno uzev, povecava sa vremenom
trgganja tretmana u ovim grupama. lIpak, vrednosti hromozomske nestabilnosti,
indukovane 48h DEB-om u kulturama limfocita FA pacijenata, bile su nize od do sada
objavljenih rezultata za isto vreme indukcije (Auerbach i dr. 1989b; Castellai dr. 2011).
Ovakav sluaj moze biti posledica relativno visokog procenta mozaicnih pacijenata
medu obolelim od FA. S obzirom na rezultate analize pri 24-Casovnom dejstvu DEB-a,
Cije su vrednosti omogucile jasno razlikovanje izmedu grupa, moze se zakljuciti da su
ovi uslovi indukcije dovoljni za izazivanje specificnog povecanja hromozomske

nestabilnosti u ¢elijama FA pacijenata.

5.1.1.2. Andiza hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om u kulturi

fibroblasta koze

Kada analiza hromozomske osetljivosti na DEB u limfocitima periferne krvi
pacijenata sa klinickom slikom FA, pokaze da viSe od 50% - 70% celija nema
hromozomske aberacije, neophodno je ispitati hromozomsku nestabilnost na drugom
tkivu, ngjceSce fibroblastima koZe (Auerbach 2003; Soulier i dr. 2005). U grupi od 10
pacijenata sa klinickim znacima FA, a sa pozitivnim odgovorom limfocita na DEB, ova
analiza je pokazala postojanje dve podgrupe pacijenata: nemozai¢ni FA pacijenti sa
procentom aberantnih celija > 60% i mozai¢ni FA pacijenti sa niZim procentom
aberantnih celija: od 30% do 50%. U cilju ispitivanja hromozomske nestabilnosti i
potvrde, odnosno iskljucenja mozaika kod pacijenata sa nizim vrednostima, bilo je
potrebno sprovesti analizu hromozomske nestabilnosti na fibroblastima koze (Alter i
Kupfer 2011; Auerbach 2003; Gregory i dr. 2001). Potvrda ili isklju¢enje mozaika na
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fibroblastima koZe je bila neophodna i kod pacijenata koji su na osnovu ove analize bili

oznaceni kao FA* granicni pacijenti.

5.1.1.2.1. Andiza hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om u Kkulturi

fibroblasta koze zdravih osoba

Citogenetickom analizom u kulturi fibroblasta klinicki zdravih osoba (kontrolna
grupa) utvrden je interval procenta aberantnih Celija pri 24-Casovnom dejstvu DEB-a
(0% - 6%), kao i raspon broja prekida/Celiji (0,00 — 0,06). Ovako dobijene vrednosti su
bile u saglasnosti sa podacima iz literature (Auerbach 2003) i koriSéene su za poredenje

sarezultatima pacijenata u FA grupi, kao referentni negativni nalazi testa.

5.1.1.2.2. Anadiza hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om u kulturi

fibroblasta koZe pacijenata sa mozai¢nim tipom FA

Mozaican odgovor limfocita na DEB kod odredenog broja FA pacijenata, u smislu
postojanja veceg broja Celija neosetljivih na dejstvo ovog agensa, zahtevao je proveru
hromozomske osetljivosti na jo$ jednom tkivu ovakvih pacijenata. Kod Cetiri od ukupno
Sest pacijenata je potvrden mozaicni fenotip FA, i na fibroblastima kozZe (FA grupa: od
0,10 — 0,38 prekida/Celiji naspram kontrolne grupe: od 0,00 — 0,06 prekida/celiji).
Nadene vrednosti kod FA pacijenata su bile ispod vrednosti opisanih u literaturi (0,68 —
1,10 prekida/Celiji) (Auerbach 2003), ali veée od kontrolnih vrednosti (p < 0,05).

Medutim, dva FA pacijenta koji su u kulturama limfocita imali povec¢an broj
hromozomskih aberacija u odgovoru na DEB, u kulturama fibroblasta koZe nisu
ispoljila povecanu hromozomsku osetljivost. Kod ovakvih pacijenata, kod kojih je
dobijen razliCit odgovor na DEB testu u dva razliCita tkiva, tj. jedan pozitivan, a drugi
negativan, neophodno je bilo uraditi neku drugu vrstu analize za dokazivanje FA, kao

Sto je komet test ili protocno citometrijska analiza zastoja Celija u G2 fazi.
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5.1.1.2.3. Andiza hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om u kulturi

fibroblasta koze grani¢nog FA* pacijenata

U grupi od tri graniCna FA* pacijenta, samo kod jednog pacijenta (FA*-2) je bio
dostupan uzorak biopsije koze, na kome je u daljem postupku analizirana osetljivost
hromozoma na DEB. Analiza je pokazala prisustvo kako spontanih, tako i 24h DEB-om
indukovanih hromozomskih aberacija u fibroblastima ovog pacijenta. Dobijeni rezultati
su bili u okvirima vrednosti karakteristicnih za FA pacijentei slagali su se sarezultatima
iz prethodnih studija (spontani broj prekida/Celiji: 0,20 — 0,36) (Auerbach 2003).
Ispitivanje hromozomske nestabilnosti u fibroblastima koZe ovog pacijenata se pokazalo
opravdanim, s obzirom da je na ovaj nacin potvrdeno da se radi o mozai¢noj formi FA,
Sto je i bio razlog relativno niske osetljivosti limfocita na DEB. Primena analize
hromozomskih aberacija, indukovanih DEB-om, na fibroblastima koZze moZe biti
korisna u slucaju kada nije dostupna druga vrsta uzorka (limfociti), ali njeno izvodenje
mora biti strogo kontrolisano, kao i kvalitet hromozoma i mitotski indeks, zbog visoko
toksi¢nog dejstva DEB-a (Auerbach 2003).

5.1.2. ANALIZA OSTECENJA DNK PRIMENOM ALKALNOG KOMET
TESTA

Poslednjih godina, pored ispitivanja hromozomske osetljivosti indukovane DEB-
om i MMC-om, kod pacijenata sa klinickom slikom FA (Rojas i dr. 1999; Mohseni
Meybodi i Mozdarani 2009), veliki znaCaj se pridaje i analizi oSteCenja DNK (komet
test) (Singhi dr. 1988) kod ovakvih pacijenata (Mohseni Meybodi i Mozdarani 2009).

Alkalni komet test je zbog svoje osetljivosti u detekciji jednolancanih i
dvolancanih prekida na molekulu DNK, nastalih bilo spontano, bilo pod uticajem
odredenih spoljasnjih faktora (zraCenje, mutageni) (Collins 2004), naSao primenu i u
ispitivanju specificne osetljivosti Celija obolelih od FA (Djuzenovai dr. 2001; Mller
2007). Na ovaj nacin, pored analize hromozomske nestabilnosti, i analiza oStecenja
DNK komet testom se pokazala kao veoma informativna, dodatna metoda u
postavljanju precizne dijagnoze FA (Djuzenova i dr. 2001; Mohseni-Meybodi i dr.
2009).
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U cilju utvrdivanja oStecenja DNK i eventualne potvrde Celijskog fenotipa FA,
kod pacijenata koji su citogenetickom analizom limfocita periferne krvi pokazali
granicne rezultate (FA* grupa), na istim cCelijama je primenjen i akalni komet test. Kao
parametar oStecenja koriscen je Olive-moment repa, koji na zadovoljavajuéi nacin
opisuje oStecenja DNK (Olive i dr. 1990; Lee i dr. 2004). Za potrebe ove analize, prvo
je bilo neophodno utvrditi granice variranja OTM vrednosti kod zdravih osoba

(kontrola), azatim kod FA (DEB-pozitivnih) pacijenata, radi medusobnog poredenja.

5.1.2.1. Analiza oStecenja DNK u kulturama limfocita zdravih osoba

Kod Sest klini¢ki zdravih osoba (kontrolna grupa) uradena je analiza komet testom
na uzorcima limfocita periferne krvi u cilju utvrdivanja oSteenja DNK karakteristi¢nih
za zdravu populaciju ljudi. Rezultati ove analize su pokazali da se spontano nastala
oStecenja (OTM) u limfocitima kontrolne grupe kre¢u u rasponu od 0,94 — 1,85 (SV:
1,49 £ 0,39). S obzirom da je poznato da rezultati ove analize mogu da varirgu od
laboratorije do laboratorije, uglavnom zbog razlika u proceduri testa (Mgller i dr. 2010),
ali i u interpretaciji rezultata (moment repa, procenat DNK u repu i dr.) vrlo je teSko
uporediti podatke dobijene u ovoj studiji sa postojec¢im slicnim radovima. Ipak, intervali
OTM vrednosti kontrolne grupe u ovoj studiji, su u saglasnosti sa rezultatima studija
koje su na sli¢an nacin interpretirale rezultate oSteCenja DNK limfocita zdravih osoba
(SV: 1,22+ 0,26 (Leei dr. 2004) i interval: 1,12 — 1,30 (Schabath i dr. 2003)).

Kada su ove celije bile izlozene dejstvu DEB-a, uoceno je povecanje (manje od
jednog i po puta) oSteCenja u odnosu na bazi¢na. Prethodne studije, kojima je pomocu
komet testa prouCavano genotoksi¢no dejstvo ovog jedinjenja u limfocitima periferne
krvi i drugim celijama zdravih ljudi (Anderson i dr. 1997; Macioszek i Kononowicz
2004), pokazale su da se mutageni efekat DEB-a uglavhom zasniva na izazivanju
unakrsnih veza unutar molekula DNK, jednolancanih prekida i drugih oStecenja (Wen i
dr. 2011). S obzirom da su u ovim istrazivanjima koris¢eni razliciti uslovi
(koncentracija i vreme) indukcije oStecenja DEB-om, nije bilo moguce uporediti
dobijene rezultate u ovoj studiji sa prethodno objavljenim podacima. Ipak, evidentno je
da DEB uzrokuje osteCenja DNK, Sto je u saglasnosti sa prethodnim studijama

(Anderson i dr. 1997). Ovako dobijeni rezultati komet testa na limfocitima zdravih
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osoba, u daljem radu su korisceni za poredenje sa rezultatima pacijenata sa kliniCkom
slikom FA.

5.1.2.2. Analiza oSte¢enja DNK u kulturama limfocita FA pacijenata

Primenom analize alkalnim komet testom ispitano je ukupno pet pacijenata koji su
u prethodnim citogenetickim analizama imali pozitivan odgovor limfocita na DEB (FA
grupa). Prema I-CFI vrednostima i procentu aberantnih Celija, dva od ovih pet FA
pacijenata su svrstana u FA-nemozaiCnu podgrupu, dok su preostala tri pacijenata

svrstana u FA-mozai¢nu podgrupu.

Kod FA pacijenata, kod kojih je otkriveno prisustvo DEB-om indukovanih
hromozomskih aberacija u preko 60% analiziranih limfocita (nemozai¢ni FA pacijenti),
OTM vrednosti su se kretale u intervalima: od 2,63 — 2,87 za spontana oSteéenja; od
3,65 — 5,56 pod 24h-indukcijom DEB-om i od 2,09 — 6,97 pod 48h-indukcijom DEB-
om. Medusobnim poredenjem OTM vrednosti dobijenih kod dva nemozaicha FA
pacijenata i u kontrolnoj grupi, utvrdeno je da se rasponi ovih vrednosti za spontana kao
i za DEB-om indukovana oSte¢enja DNK u ove dve grupe ne preklapaju. Analize su
pokazale da su oSteCenja DNK u limfocitima nemozai¢nih FA pacijenata bila pod 24-
Casovnim dejstvom DEB-a Cak tri puta veca nego kod klini¢ki zdravih osoba.

Prema do sada dostupnim podacima, postoji mali broj studija koji se bavio
analizom oStecenja DNK u éelijama obolelih od FA primenom ove metode (Djuzenova i
dr. 2001; Mohseni Meybodi i Mozdarani 2009; Mohseni-Meybodi i dr. 2009). Rezultati
ove studije koji govore o povecanom prisustvu spontanih oStecenja u cCelijama FA
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, saglasni su sa ve¢ objavljenim podacima
drugih autora (Djuzenovai dr. 2001; Mohseni-Meybodi i dr. 2009).

U analizama komet testom, objavljenim u prethodnim studijama, za indukciju i
povecanje oStecenja DNK u celijama obolelih od FA, do sada je koris¢eno jonizujuée
zraCenje i MMC (Djuzenova i dr. 2001; Mohseni Meybodi i Mozdarani 2009; M ohseni-
Meybodi i dr. 2009). Koliko je poznato iz dostupne literature, DNK-unakrsno vezujuci
efekat DEB-a u Celijama pacijenata sa FA, do sada nije analiziran komet testom,

odnosno na nivou pojedinacnih celija. U ovoj studiji su po prvi put izneti rezultati
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analize DEB-om indukovanih oStecenja DNK limfocita periferne krvi pacijenata
obolelih od FA. Rezultati ove analize su se poklopili sa rezultatima hromozomske
analize na limfocitima i na taj nacCin jo$ jednom potvrdili postojanje fenotipa FA kod

ovih pacijenata.

Zatri FA pacijenta koji su na osnovu hromozomske osetljivosti limfocita na DEB
svrstani u mozai¢nu FA podgrupu (procenat aberantnih Celija: 32% - 49%), analizom
oStecenja DNK utvrdene su OTM vrednosti koje su bile karakteristiCne za nemozaicne
FA pacijente. Analiza komet testom se na ovaj naCin pokazala kao senzitivnija od
hromozomske anadlize, jer je kod tri pacijenta nedvosmisleno dokazala postojanje

fenotipa FA.

Na osnovu podataka iz literature, komet testom do sada nisu andlizirani pacijenti
sa mozaicnim fenotipom FA, u cilju iskljufenja mozaika i potvrde fenotipa FA. U
buduénosti, ova metoda bi se kao veoma senzitivna, brza i jednostavna mogla koristiti
za potvrdu ili iskljucenja mozaika kod svih pacijenata sa klinickom slikom FA, koji
pokazu hromozomsku neosetljivost limfocita na dejstvo DEB-a u 50% do 70% svojih

Celija.
5.1.2.3. Analiza oSte¢enja DNK u kulturama limfocita grani¢nih FA* pacijenata

Analiza komet testom je uradena kod dva graniCna FA* pacijenta koja su tako
klasifikovana na osnovu vrednosti hromozomske nestabilnosti indukovane DEB-om u
limfocitima. Kod jednog od ovih pacijenata dobijene su OTM vrednosti karakteristi¢ne
za FA grupu pacijenata. Na ovaj nacin je, kod pacijenta kod kojeg je putem DEB testa
otkriveno samo 13% limfocita sa indukovanim hromozomskim aberacijama,

zahvaljujuci senzitivnijem komet testu, nedvosmisleno potvrden Celijski fenotip FA.

Na osnovu gore iznetih rezultata, u buducnosti bi kod svih pacijenata sa klinickim
znacima FA, koji pokazu hromozomsku osetljivost na DEB u ¢ak samo 10% - 30%
svojih limfocita, pa ih na osnovu toga nije moguce svrstati u FA ili ne-FA grupu, trebalo
savetovati primenu komet testa u cilju potvrde ili iskljuCenja FA. Kod grani¢nih FA*

pacijenata kod kojih, Cak ni primena analize komet testom ne potvrdi postojanje FA,
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indikovana je primena dodatnih testova, kao Sto je analiza Celijskog ciklusa, za konacnu

potvrdu ili iskljucenje ovog oboljenja.
5.1.2.4. Analiza oStecenja DNK u kulturama limfocita ne-FA pacijenata

U analizi alkalnim komet testom ispitivan je i nivo oSteCenja molekula DNK u
limfocitima 10 pacijenata Cija je klinicka slika ukazivala na FA, ali koji nisu pokazali
hromozomsku osetljivost na DEB (ne-FA grupa). Kod vecine (6/10) ovakvih pacijenata
utvrdene su OTM vrednosti koje su bile u granicama vrednosti onih u kontrolnoj grupi.
Kod Cetiri (4/10) pacijenta, medutim, dobijene su vrednosti oSte¢enja DNK, koje su se

kretale u rasponimaistih vrednosti utvrdenih za FA pacijente.

U tumacenju rezultata analize komet testom, kod bolesnika koji su prethodno
(hromozomskom analizom) dali negativan odgovor na DEB, potrebna je izvesna doza
opreznosti. Naime, ovde se radi 0 vrlo senzitivhom testu kojim je moguce detektovati i
oStecenja koja se mogu povezati sa drugim sindromima hromozomske nestabilnosti
(Nijmegenov sindrom nestabilnosti i dr.) (Smal i dr. 2010), ai i samalignim i drugim
oboljenjima (Kopjar i dr. 2006; Rajeswari i dr. 2000), koji imaju sli¢ne klinicke znake
kao FA. Upravo je stoga neophodno sve pacijente sa pozitivnim reultatima analize
komet testom, a negativnim rezultatima hromozomske osetljivosti na DEB, u
buduénosti dalje pratiti uz primenu dodatnih metoda, ukoliko postoji vise klinickih

parametara koji upucuju na FA.

5.1.2.5. Prednosti analize komet testom u dijagnostici FA

Podaci iz literature pokazuju da komet test predstavlja relativno brz i pouzdan
metod za ispitivanje senzitivnosti genoma pacijenata sa klinickom slikom FA. Njegova
primena u dodatnom testiranju Celijskog fenotipa FA je opravdana i mogla bi naci mesto
u potvrdi mozai¢nog oblika ove bolesti. S obzirom na zastupljenost ovakvih i grani¢nih
pacijenata, kao i na moguénost negativnog odgovora limfocita na DEB u hromozomskoj
analizi kod obolelih od FA, analiza oStecenja DNK bi se mogla koristiti kao dopunska
metoda u skriningu ovog oboljenja (Djuzenova i dr. 2001; Shimamura i dr. 2002). S
obzirom na postojeCe podatke, vezane za oSte¢enja DNK u Celijama heterozigotnih

nosioca FA i mogucnosti njihovog razlikovanja u odnosu na zdrave osobe koje nisu
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nosioci mutacija u genima za FA (Djuzenovai dr. 2001; Mohseni-Meybodi i dr. 2009),
primena komet testa u te svrhe bi bila od velikog znaCaja za davanje preciznog

genetiCkog saveta u porodicama obolelih.

5.1.3. PROTOCNO CITOMETRIJSKA ANALIZA CELIJSKOG CIKLUSA

Pre viSe od 20 god. grupa naucnika na Celu sa B. Dutrillauxom (1982), a zatim i
M. Kubbies i saradnici (1985), su otkrili da cCelijski ciklus limfocita periferne krvi
pacijenata sa FA, sporije teCe nego kod kliniCki zdravih ljudi. Ispitivanjem brzine
proliferacije ovih Celija, metodama proto€ne citometrije uz koris¢enje BrdU-Hoechstove
tehnike, doSlo se do zakljuCka da je G2 faza limfocita obolelih od FA znacajno
produZena (Kubbies i dr. 1985). U godinama koje slede, spontani zastoj celija FA u G2
fazi, koji moze biti dodatno povecan dejstvom specificnih mutagena, je iskoris¢en u
diferencijalno dijagnosticke svrhe (Fabio i dr. 2000; Kaiser i dr. 1982; Miglierina i dr.
1991).

Analiza éelijskog ciklusa u ovoj studiji, uradena je na uzorcima pacijenata sa
klinickom slikom FA, koji su nakon anadlizac DEB i komet testom, pokazali opre€ne
rezultate (jedan test je bio pozitivan, a drugi negativan), a u cilju testiranja joS jednog
parametra (zastoj u G2 fazi) kojim se moze potvrditi fenotip i dijagnoza FA. Pre
pocetka analize kod ovih pacijenata sa klinickom slikom FA, radi daljeg poredenja, prvo
su dobijene vrednosti zastoja Celija u G2 fazi kod veC potvrdenih FA pacijenata
(pozitivni na DEB i komet testu), kao i kod zdravih osoba (kontrola). Vazno je
napomenuti da su u ovoj studiji prikazani rezultati protocno citometrijske analize koja je
po prvi put uradena kod pacijenata pod sumnjom da boluju od FA, poreklom iz Srbije.
Rezultati ove studije su prikazani u vidu procenta Celija u G2 fazi Celijskog ciklusa koji
je pored fazarasta (G1, S, G2 i M) obuhvatio i GO fazu.

5.1.3.1. Analiza Celijskog ciklusa u kulturama limfocita periferne krvi

ProtoCno citometrijska analiza je uradena prvo na limfocitima periferne krvi dve
zdrave osobe i pet pacijenata iz FA grupe, a zatim i kod dva pacijenta iz graniCne FA*

grupe | sedam pacijenata iz ne-FA grupe. Anadizom je ispitivan spontani zastoj
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limfocita, Cije je povecanje bilo specificno indukovano primenom DEB-ai to u trgjanju
od 24hi 48h.

5.1.3.1.1. Analiza zastoja limfocita u G2 fazi ¢elijskoq ciklusa zdravih osoba

Kako bi se utvrdio procenat limfocita koji ne ispoljavaju fenotip FA, a koji se
normalno nalaze u G2 fazi Celijskog ciklusa, koris¢ena su dva uzorka klinic¢ki zdravih
osoba. Analize su pokazale da do spontanog zastoja dolazi u 5,86% — 7,68% limfocita
kontrolne grupe koji su kultivisani ukupno 72h, dok se ova procenat pri 24-Casovnoj
kultivaciji uz indukciju DEB-om kretao u rasponu od 1,56% - 4,11%, odnosno od
4,34% — 7,21% pri 48-Casovnoj indukciji.

S obzirom na izvesne modifikacije metode (nije koris¢ena BrdU-Hoechstova
tehnika) i simplifikovanu obradu dobijenih podataka (Ormerod 2000), bilo je tesko
uporediti rezultate ove studije sa prethodno objavljenim slicnim radovima. Naime, u
studiji brazilske grupe naucnika procenat limfocita zdravih osoba u G2 fazi se kretao u
rasponu od 1,83% - 1,94% u netretiranim, dok je u 48h DEB-om tretiranim kulturama
limfocita tgj procenat iznosio 1,97% - 3,69% (Moreira i dr. 2008). Pri poredenju
rezultata, primecuje se da su vrednosti zastoja kontrolnih uzoraka u ovoj studiji nesto
viSe u odnosu na objavljene u radu C.F.A. Moreire i saradnika, $to moZe biti posledica
razlika u veli€ini uzorka, kao i u pripremi celija za analizu. Medutim, srednja vrednost
spontano nastalog zastoja kontrolne grupe (6,77% * 1,29%) je u okvirima istih
vrednosti prethodno objavljenih vecih studija (Fabio i dr. 2000; Xing i dr. 2007). U
daljoj analizi, rezultati kontrolne grupe su sluZili za poredenje sa vrednostima zastoja

dobijenim kod pacijenata sa klinickom slikom FA.

5.1.3.1.2. Analiza zastoja limfocita u G2 fazi ¢elijskoq ciklusa FA grupe

Kod pet FA pacijenata (dva iz nemozaiCne i tri iz mozaiCne podgrupe) koji su
nakon analiza DEB i komet testom pokazali fenotip karakteristiCan za FA, uradena je
analiza Celijskog ciklusa iz kulture limfocita periferne krvi. Dobijeni rezultati su
pokazali da vrednosti zastoja u netretiranim uzorcima FA pacijenata varirgu od 11,20%
—18,48% (SV: 14,63% + 2,73%), Sto je bilo oko dva puta vise nego u kontrolnoj grupi.
Ovi rezultati se delimic¢no preklapaju sa rezultatima slicnih studija (Moreirai dr. 2008) i
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u skladu su sa podacima drugih radova koji govore u prilog postojanja povecanog
spontanog zastoja limfocita FA u G2 fazi (Seyschab i dr. 1995).

Kada su 24-Casovne kulture limfocita FA pacijenata bile izloZzene dejstvu DEB-a,
procenat Celija u G2 fazi je bio preko dva i po puta visi i nije se preklapao sa
vrednostima istog parametra u kontrolnoj grupi (FA: 4,41% - 10,45% naspram
kontrolne: 1,56% — 4,11%). Na ovaj nacin je bilo moguce razlikovati FA pacijente kod
kojih dolazi do specificnog nagomilavanja Celija u G2 fazi, u odnosu na zdrave osobe
koje imaju normalan celijski ciklus (t-test: p < 0,05). Povecani zastoj limfocita ovih
pacijenata uocen je i pri 48-Casovnoj indukciji DEB-om, mada uz delimi¢no preklapanje

sa kontrolnom grupom.

U prethodnim studijama za indukciju zastoja Celija FA u G2 fazi najceSce je
koriscen MMC (Heinrichi dr. 1998; Schindler i Hoehn 1999; Schindler i dr. 2007), rede
DEB (Moreirai dr. 2008), mefalan (Fabio i dr. 2000) i drugi agensi. Kada se dobijeni
rezultati uporede sa slicnim radovima (48,29% - 62,23% (Moreira i dr. 2008)),
uoCavaju se neSto niZze vrednosti zastoja limfocita FA pacijenata obradenih u ovoj
studiji, Sto je najverovatnije posledica postojanja veCeg broja limfocita koji nisu

senzitivni na DEB (mozaiCni FA pacijenti).

S obzirom da je proto¢no citometrijskom analizom celijskog ciklusa na relativno
brz i jednostavan nacin moguce utvrditi ¢elijski fenotip FA, ova metoda kao i komet test
moze biti iskoriS¢ena u dodatnoj potvrdi dijagnoze kod pacijenata sa mozai¢nom

formom bol esti.

5.1.3.1.3.Analiza zastoja limfocita u G2 fazi éelijskoq ciklusa grani¢ne FA* grupe

Uzorci limfocita dva pacijenta kod kojih je analiza DEB testom pokazala granicne
vrednosti hromozomske osetljivosti (FA* grupa), korisCeni su za analizu zastoja
Celijskog ciklusa u cilju potvrde ili iskljucenja dijagnoze FA. Prethodno uradena analiza
komet testom kod jednog od ova dva FA* pacijenta, nije pokazala znacajnija oStecenja
DNK u limfocitima. Stoga je kod ovog pacijenta bilo nephodno uraditi analizu Celijskog
ciklusa, kako bi se utvrdilo da li prema procentu Celijau G2 fazi moze da se klasifikuje

u FAili ne-FA grupu.
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ProtoCno citometrijska analiza u kulturama limfocita oba granicna FA* pacijenta
je pokazala da dolazi do povecanog 24h DEB-om indukovanog zastoja, koji odgovara
fenotipu FA. Ovom analizom je potvrdena dijagnoza FA kod pacijenata koji su na DEB
testu imali Cak 78% i 87% Ccelija sa normalnim fenotipom (nesenzitivnih na DEB).
Koliko je poznato, analize ciklusa limfocita uz indukciju DEB-om, kod pacijenata sa
ovako niskim vrednostima DEB testa do sada nisu radene, tako da su ovo prvi rezultati
takve vrste. Ova metoda moZe biti iskoriS¢ena u diferencijalnoj dijagnozi pacijenata sa
klinickom slikom FA, za koje se primenom prethodnih analiza (DEB test i komet

analiza) ne moZe sa sigurnoScu utvrditi da pripadaju FA grupi pacijenata.

5.1.3.1.4. Analiza zastoja limfocita u G2 fazi éelijskoqg ciklusa ne-FA grupe

Analiza Celijskog ciklusa uradena je kod sedam pacijenata sa klinickim znacima
FA koji nisu pokazali povecan broj indukovanih hromozomskih aberacija (ne-FA
pacijenti), medu kojima je bilo i Cetiri pacijenta sa povecanim oSte¢enjima DNK u
limfocitima (pozitivni na komet testu). Kod vecine (5/7) ne-FA pacijenata utvrdeno je
da se zastoj limfocita u G2 fazi, nalazi u granicama istih vrednosti kao u kontrolnoj
grupi. Samo kod dva (2/7) ne-FA pacijenta zastoj limfocita se kretao u rasponu
vrednosti ovog parametra, karakteristicnih za FA pacijente. Kod jednog od ta dva
pacijenta, komet analiza je pokazala i povecana oSteCenja na molekulu DNK, §to je
razlog viSe za dodatno pracenje ovog pacijenta i eventuano ponavljanje analize DEB
testom.

Od ranije je poznato da pacijenti sa aplastichom anemijom mogu imati nesto veci
zastoj limfocita u G2 fazi Celijskog ciklusa, iako ne boluju od FA (Schindler i Hoehn
1999). Takode se zna da ova analiza kod pacijenata sa ve¢ razvijenim malignim
oboljenjem, moZe dati lazno negativne rezultate, Sto dodatno otezava postavljanje
precizne dijagnoze bolesti (Seyschab i dr. 1995). U te svrhe je neophodno
sistematizovati podatke iz viSe analiza (DEB test, komet test, zastoj u G2 fazi) i u

skladu sa klinickim znacima oboljenja tumaciti dobijene rezultate.
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5.1.3.2. Analiza Celijskog ciklusa u kulturama fibroblasta koze

Kod jednog FA pacijenta koji je na osnovu analize indeksa fragilnosti (DEB test
na limfocitima) svrstan u mozaicnu FA podgrupu, a Ciji limfociti nisu bili dostupni za
dalje andize (komet test, analiza ciklusa), ispitivan je zastoj fibroblasta u G2 fazi, u
cilju potvrde ili iskljuenja mozaika. Analiza je prvo sprovedena u kulturama fibroblasta
koze dve Klini¢ki zdrave osobe (kontrolna grupa), a zatim i kod Cetiri FA pacijenta
mozai¢ne podgrupe (ukljuCujuci i prethodno spomenutog) kako bi se utvrdile granice

vrednosti zastoja fibroblasta u ove dve grupe.

5.1.3.2.1 Analiza zastojafibroblasta u G2 fazi éelijskoqg ciklusa zdravih osoba

Proto€no citometrijska analiza ciklusa u kulturi fibroblasta koZze u kontrolnoj
grupi pokazala je da procenat fibroblasta u G2 fazi, pri 48-Casovnom dejstvu DEB-a,
varira u rasponu od 2,92% - 5,99%. Na ovaj naCin su odredene granice vrednosti
indukovanog zastoja fibroblasta u G2 fazi, karakteristicne za fenotipski zdrave celije,
Sto je bio neophodni preduslov za sprovodenje iste analize na fibroblastima FA
pacijenata. PoSto je u vecini prethodnih slicnih studija koje su se bavile ispitivanjem
Celijskog ciklusa fibroblasta, za indukciju koris¢en MMC i drugi agensi (Kaiser i dr.
1982; van der Lelij i dr. 2010), nije bilo moguce uporediti rezultate dobijene u ovoj

studiji sa ve¢ objavljenim podacima.

5.1.3.2.2. Analiza zastoja fibroblasta u G2 fazi Celijskog ciklusa pacijenata sa

mozai¢nom formom FA

U kulturama fibroblasta koZe analiza Celijskog ciklusa je kod sva Cetiri FA
pacijenta sa mozaicnom formom bolesti, ukljuujuci i bolesnika kod kojeg je raden
samo DEB test na limfocitima, pokazala povecani 48h DEB-om indukovani zastoj u
odnosu na kontrolne uzorke. Procenat Celija FA koji se nalazio u G2 fazi je bio u
proseku oko tri puta viSi nego u kontrolnoj grupi, Sto odgovara nalazima sli¢nih
istraZzivanja u kojima je umesto DEB-a, koriséen MMC kao mutageni agens sa slicnim
DNK-unakrsno vezujuéim efektom (Kaiser i dr. 1982; Schindler i Hoehn 1999; van der
Lelij i dr. 2010).
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5.1.3.3. Znacaj primene analize Celijskog ciklusa u cilju potvrde fenotipa FA

Kod FA pacijenata koji su prethodno pokazali mozai¢nu hromozomsku osetljivost
limfocita na DEB, analizom celijskog ciklusa u kulturi fibroblasta koZe, omogucena jei
konaCna potvrda dijagnoze FA (Schindler i dr. 2007). Rezultati ove analize su od
velikog znaCaja, za pacijente sa mozaicnim fenotipom FA, pogotovu kada uzorak
limfocita ovakvih pacijenata iz odredenih razloga (zbog transplantacije i dr.) nije
dostupan za dalje analize (komet test). Na ovaj nacin su, takode ostvareni preduslovi za
eventualno sprovodenje prenatalne dijagnostike u porodicama obolelih u buduénosti, u

vidu analize Celijskog ciklusa u kulturi amnionskih Celija.
5.1.4. ZNACAJ ISPITIVANJA SENZITIVNOSTI GENOMA U DIJAGNOZI FA

Primena analize DEB testom na limfocitima periferne krvi pacijenata sa klinickim
znacima FA, omogucila je skrining i izdvajanje FA pacijenata sa izuzetno pove¢anom
hromozomskom osetljivoséu (procenat aberantnih Celija > 60%; nemozaiCni pacijenti),
koji bi direktno bili upucivani na komplementacione i druge mutacione analize za
otkrivanje uzroka, i potvrdu bolesti na molekularnom nivou. Ovom anaizom je
omogucena i selekcija pacijenata sa potencijalnim mozai¢nim odgovorom na DEB, koji
prema rezultatima ove studije mogi imati od 49% do Cak samo 13% aberantnih
limfocita (mozaini FA i granicni FA* pacijenti). Kod ovakvih pacijenata brza i
jednostavna analiza oSte¢enja DNK (komet test) na limfocitima omogucila je i dodatnu
potvrdu fenotipa FA, pre daljih vrlo skupih i zahtevnih molekularnih analiza. Kada je
kod mozai¢nih FA pacijenata nakon DEB testa, jedino dostupan uzorak biopsije kozZe,
tada se pristupa analizi Celijskog ciklusa ili analizi hromozomske nestabilnosti u kulturi
fibroblasta koze ovakvih pacijenata, u cilju potvrde ili iskljuCenja mozaicizma FA.
Pozitivni rezultati ngimanje dve ovakve analize u slu¢aju mozai¢nih FA pacijenata,
mogu da potvrde dijagnozu FA na nivou celijskog fenotipa. Konac¢na potvrda dijagnoze
i otkrivanje mutacija koje uzrokuju bolest moguca je samo primenom tehnika
molekularne genetike, koje se za sada ne rade u nasoj zemlji, ali je mogu¢ kontakt sa

specijalizovanim laboratorijama u inostranstvu.
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5.2. NIIMEGENOV SNDROM NESTABILNOSTI

5.21. ANALIZA HROMOZOMSKE NESTABILNOSTI PRIMENOM
BLEOMICINOVOG TESTA

Kao u slu€aju najveceg broja bolesti hromozomske nestabilnosti, i kod obolelih od
NSN simptomi kao Sto su: mikrocefalija, zastoj u rastu i razvoju, ponovljene pluéne
infekcije i dr, mogu predstavljati fenotipske karakteristike niza drugih oboljenja. Pre
vise od trideset godina, kada je prvi put otkriven NSN, otkrivena je i spontana
osetljivost hromozoma kod ovakvih pacijenata, koja se ogledala u prisustvu hromatidnih
i hromozomskih prekida, kao i mnogobrojnih rearanZmana izmedu hromozoma 7 i 14
(Weemaes i dr. 1981). Ovo svojstvo hromozoma u Celijama obolelih od NSN se moze
specificno indukovati bilo zraCenjem, bilo dejstvom mutagena, kao $to je BLC, i kao
takvo Koristiti u dijagnosticke svrhe (Wegner i Stumm 1999). Brzi razvoj i progres
molekularne genetike omogucio je otkrivanje i mapiranje gena (NBN), Cije mutacije
dovode do nastanka bolesti (Varon i dr. 1998). Primenom tehnika molekularne genetike,
ustanovljeno je da je mutacija ¢.657_661del5 vrlo Cesta kod pacijenata slovenskog
porekla, Sto je u mnogome olakSalo konacnu potvrdu i postavljanje dijagnoze NSN na

molekularnom nivou (Concannon i Gatti 2011).

U ovo] studiji su izneti rezultati analize hromozomske osetljivosti na BLC u
kulturi limfocita periferne krvi bolesnika sa klinickom slikom NSN, poreklom iz Srbije.
Koliko je poznato ovo su prvi rezultati tog tipa sa ovih prostora. Testirano je ukupno 10
pacijenata sa klinickim znacima NSN, kao i Sest uzoraka kliniCki zdravih osoba
(kontrola). Na osnovu parametara hromozomske osetljivosti (procenat aberantnih celija,
broj prekida/Celiji i dr.) bilo je moguce razgranic€iti intervale variranja vrednosti u grupi
obolelih od NSN u odnosu na kontrolnu grupu, i na taj naCin po prvi put okarakterisati
hromozomsku nestabilnost ovakvih bolesnika u Srbiji. Potvrdom dijagnoze na
citogenetickom nivou bila je moguca selekcija pacijenata za dalja ispitivanja i konacnu

potvrdu dijagnoze molekularnim metodama.
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5.2.1.1. Andliza hromozomske nestabilnosti indukovane BLC-om u kulturi

limfocita periferne krvi pacijenata sa klinickom slikom NSN

Kod ukupno 10 pacijenata sa klinickim znacima NSN, analizirano je prisustvo
spontanih i BLC-om indukovanih hromozomskih aberacija u kulturama limfocita
periferne krvi. U ovoj studiji su prikazani rezultati analize (procenat aberantnih celija,
broj prekida/Celiji i dr.) samo kod sedam pacijenata, s obzirom da kod tri pacijenta nije

bilo dovoljno Celija u deobi za analizu.
Analiza BLC-om indukovane hromozomske osetljivosti pokazala je da:

e 57,14% (4/7) pacijenta ima povecan broj prekida/Celiji (>0,27) i povecan
procenat aberantnih Celija (= 26,67%) (NBS grupa) u odnosu na kontrolnu

grupy,

o 42,86% (3/7) pacijenta (ne-NBS grupa) ima vrednosti parametara analize

koji se krecu u okvirima istih vrednosti u kontrolnoj grupi.

U grupi pacijenata pod sumnjom da boluju od NSN, a sa pozitivnim odgovorom
limfocita na BLC, oznaCenoj kao NBS, procenat BLC-om indukovanih aberantnih Celija
(ukljuCujuci i Celije sa strukturnim rearanZmanima hromozoma: 7, 14 i dr) se kretao u
rasponu od 26,67% do 40% (Cirkovi¢ i dr. 2009; Jovanovic i dr. 2009). Ovakvi naazi
se poklapaju sa prethodno objavljenim rezultatima (20% - 40% aberantnih Celija) drugih
autora (Wegner i Stumm 1999). Analize su pokazale da su vrednosti broja prekida/Celiji
(0,27 — 0,80) u grupi NBS pacijenata, obradenih u ovoj studiji, takode u skladu sa
literaturnim podacima (0,50 — 1,50 prekida/Celiji) (Wegner i Stumm 1999). Nesto nize
zabeleZzene vrednosti broja prekida/Celiji u ovoj studiji, u odnosu na odgovarajuce
vrednosti drugih autora, mogu biti posledica loSeg kvaliteta hromozoma i malog broja

(od 20 do 50) celija za analizu.

lako je, na osnovu analize hromozomske osetljivosti limfocita na BLC, NBS
pacijente bilo moguée izdvojiti u odnosu na ostale (ne-NBS), bilo je neophodno
sprovesti molekularnu dijagnostiku ovakvih pacijenata u cilju konacne potvrde

dijagnoze NSN (Concannon i Gatti 2011). Molekularna analiza u cilju potvrde bolesti je
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bila indikovana i kod tri pacijenta sa klinickom slikom NSN, Ciji su limfociti pokazali
otpornost na dejstvo fitohemoaglutinina, karakteristicnu za celije obolelih (Digweed i
Sperling 2004; Hiel i dr. 2000).

5.2.2. ANALIZA PACIJENATA SA KLINICKOM SLIKOM NSN PRIMENOM
METODA MOLEKULARNE GENETIKE

5.2.2.1. ldentifikacija homozigotnog prisustva c.657_661del5 mutacije kod

pacijenata sa klinickom slikom NSN

U ovoj studiji su prvi put u Srbiji dobijeni rezultati molekularne analize na
prisustvo/odsustvo ¢.657_661del5 mutacije u NBN genu kod pacijenata sa Celijskim
fenotipom NSN. Analizom je obuhvadeno ukupno sedam pacijenata: Cetiri NBS
pacijenta sa pozitivnim rezultatima analize BLC testom i tri pacijenta sa slabim
mitotskim indeksom. Dijagnoza NSN je potvrdena kod svih ispitanika ha molekularnom
nivou, kroz prisustva homozigotne mutacije ¢.657_661del5 (Jovanovic i dr. 2009),
odnosno. Zastupljenost ¢.657 661del5 mutacije kod obolelih od NSN iz Srbije (100%
ili 7/7) se podudarala sa uCestaloScu ove mutacije kod obolelih slovenskog porekla, iz
drugih zemalja (Poljska, Ce$ka, Rusija, Ukrajina i dr.) (Chrzanowska i dr. 2012;
Matsuurai dr. 1998; Resnick i dr. 2003; Tekini dr. 2002; Varon i dr. 1998).

5.2.2.2. ldentifikacija heterozigotnog prisustva c.657 661del5 mutacije kod

¢lanova porodica obolelih od NSN

Molekularna analiza 13 clanova porodica obolelih od NSN, bez klinickih
simptoma bolesti, potvrdila je heterozigotno prisustvo ¢.657_661del5 mutacije kod svih
ispitanika (12 roditelja i jedan brat obolelog). Na ovaj nacin je bilo omoguceno davanje
preciznog genetiCkog saveta u porodicama obolelih od NSN, pogotovu u pogledu
mogucnosti prenatalne dijagnostike, a u cilju dobijanja zdravog potomstva. Analiza
heterozigotnog prisustva ove mutacije u NBN genu, dobija na znaCaju, s obzirom na
rezultate skorijih istraZzivanja koji pokazuju povecan rizik upravo heterozigotnih

nosilaca da obole od neke vrste kancera (kancer dojke i prostate, melanom i dr.), u
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odnosu na ostatak populacije (Bogdanova i dr. 2008; Cybulski i dr. 2004; di Masi i
Antoccia 2008; Steffeni dr. 2004).

lako se radi o vrlo retkoj bolesti, s obzirom na relativno visoku zastupljenost
heterozigotnih nosilaca ¢.657_661del5 mutacije u slovenskoj grupi naroda (1/177)
(Chrzanowskai dr. 2012) i na relativno jeftinu molekularnu analizu, uvodenje skrininga
kod novorodencadi u daljoj buducénosti bi bilo od velikog znaCaja kako za obolele, u

pogledu preventive, tako i za ¢lanove njihovih porodica.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati dobijeni primenom citogenetickih, citometrijskih i molekularnih analiza
u grupi od 100 pacijenata Cija je kliniCka slika ukazivala na FA ili NSN, omogucili su

donosenje sledeCih zakljucaka:

6.1. FANKONIJEVA ANEMIJA

1. Analizom parametara hromozomske osetljivosti indukovane 24h DEB-om u
limfocitima periferne krvi (procenat aberantnih Celija, broj prekida/Celiji i I-
CFl), precizno su definisane njihove vrednosti, na osnovu kojih se mogu
razlikovati pacijenti oboleli od FA (aberantne Celije = 32%; broj prekida/Celiji
> 0,48; I-CFI > 73) od zdravih osoba (aberantne Celije < 8%; broj prekida/Celiji
<0,17; I-CFl < 9).

2. Andlizom istih parametara, ai spontane hromozomske osetljivosti u
limfocitima nije bilo moguce izdvojiti ak 70% FA pacijenata, koji su imali

pozitivan odgovor na DEB.

3. IzraCunavanjem vrednosti indeksa indukovane (DEB, 24h) fragilnosti
hromozoma i procenta aberantnih limfocita, definisani su precizni intervali
kojima se bolesnici sa mozaicnom formom FA (aberantne Celije: 32% — 49%;
I-CFl: 73 — 139) mogu izdvojiti od obolelih sa nemozai¢nim tipom FA
(aberantne Celije = 64%; I-CFI: > 199).

4. Kod pacijenata koji se na osnovu pozitivnog odgovora limfocita na DEB (24h)
klasifikuju kao mozaicni tip FA, neophodno je uraditi dalje analize u cilju

potvrde ili iskljuCenja dijagnoze bolesti, a to su:

a) analiza parametara 24h DEB-om indukovane hromozomske osetljivosti u
fibroblastima koze,

b) analiza indukovanih (DEB, 24h) oStecenja DNK u limfocitima periferne

krvi primenom komet testa,
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c) anadliza DEB-om 24h indukovanog zastoja u G2 fazi Celijskog ciklusa u
limfocitimaili 48h DEB-om indukovanog zastoja u fibroblastima koze.

5. Analizom parametara DEB-om 24h indukovane hromozomske osetljivosti u
fibroblastima koZe moguée je potvrditi fenotip FA kod bolesnika sa
mozaicnom formom ove bolesti (FA: broj prekida/Celiji > 0,10 i aberantne
Celije > 10% u odnosu na zdrave osobe: broj prekida/Celiji < 0,06 i aberantne

Celije < 6%).

6. Analizom oStecenja DNK u limfocitima periferne krvi primenom komet testa
su utvrdene OTM vrednosti obolelih od FA, nakon 24-Casovne indukcije DEB-
om (FA: OTM = 2,72 naspram zdravih osoba: OTM < 1,83), pomocu kojih se
moze potvrditi dijagnoza bolesti i nakon mozai¢nog, odnosno grani¢nog

odgovora na DEB u hromozomskoj analizi ovih bolesnika.

7. Anadizom DEB-om 24h indukovanog zastoja u G2 fazi cCelijskog ciklusa
dobijeni su rasponi vrednosti u limfocitima (FA: Celije u G2 fazi = 4,41% vs.
zdrave kontrole: éelije u G2 fazi < 4,11%) i fibroblastima koZe (FA: éelije u G2
fazi > 11,61% u odnosu na zdrave kontrole: Celije u G2 fazi < 5,99%)
karakteristicni za obolele od FA. Na osnovu ovih vrednosti moze biti potvrdena
dijagnoza bolesti, posebno kod pacijenata kod kojih prethodni testovi nisu bili

dovoljno informativni.

8. Nakon analize svih rezultata dobijenih primenom citogenetic¢kih, molekularnih
i citometrijskih metoda, u uzorku od 90 pacijenta sa klinickom slikom FA,
postojanje Celijskog fenotipa FA je potvrdeno kod 13,33% (12/90) bolesnika,
koji Ce biti upuceni na dalje molekularne analize u cilju definitivne potvrde

dijagnoze bolesti.
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6.2. NIIMEGENOV SNDROM NESTABILNOSTI

Primenom citogenetickih i molekularnih analiza u porodicama obolelih od NSN

zakljuceno je sledece:

e Utvrdeni su rasponi vrednosti parametara BLC-om indukovane
hromozomske osetljivosti u limfocitima periferne krvi, na osnovu kojih se
oboleli od NSN mogu izdvojiti od ostalih bolesnika sa slicnim simptomima,
kao i u odnosu na zdrave osobe (NSN: broj prekida/Celiji > 0,27 i aberantne
Celije = 27% u odnosu na zdrave osobe: broj prekida/Celiji < 0,13 i aberantne

Celije < 6%).

e Kod svih pacijenata sa kliniCkom slikom NSN i pozitivnim odgovorom
limfocita na BLC (NBS grupa), kao i kod pacijenata kod kojih sprovodenje
citogeneticke analize nije moguce, indikovana je molekularna analiza

€.657_661del5 mutacije u cilju konacne potvrde dijagnoze bolesti.

e Primenom modifikovane PCR metode identifikovano je homozigotno
prisustvo €.657_661del5 mutacije u egzonu 6 NBN gena kod 100%
ispitivanih pacijenata obolelih od NSN u Srhiji.

¢ Primenom molekularnih metoda identifikovani su i heterozigotni nosioci u
porodicama obolelih od NSN, §to je od neprocenjivog znacaja za davanje
preciznog genetiCkog saveta, pre svega u vezi mogucnosti sprovodenja
prenatalne dijagnostike i prevencije radanja deteta sa ovim teSkim

oboljenjem.
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Mpwnor 1.

/3jaBa 0 ayTOopCcTBY

lNMoTnucaHa Cana himpkosuh
F/’. v {"\ ‘\".>':: ‘ ‘, Y

. ~ VAU~ () [/
6poj ynuca ___ <oV O LY L

V3jaBrbyjem

[a je AOKTopCKa AncepTauuja nog Hac/ioBomM

VicnnuTtnearbe CEH3UTMBHOCTU reHoOMa Kopg nau,mjeHaTa ca 6onectuma XpOMO30MCKe

HecTabuIHOCTU

e pe3ynTaT CONCTBEHOIr UCTPaXXMBAYKOT paja,

e [a Npej/ioXeHa gucepraumja y LennHu H1 y Aenosuma Huje una npeasoxeHa
3a pobujare 6WMNO Koje AunNsIOMe npema CTyAMjCKAM nporpamuma Apyrux

BUCOKOLLIKO/ICKMX YCTaHOBA,
e [la Ccy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBedeHN 1

e Ja HMCaM Kpwmna ayTopcka npaBa W KOPWUCTUMA WHTENEKTYaslHy CBOjUHY

ApYyrvx nuua.

Y Beorpaay, 28.8.2012.

MoTnnc pokTtopaHaa
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Mpwnor 2.

13jaBa 0 UICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U efleKTPOHCKe Bep3unje

[OKTOPCKOT paja

Vme u npe3ume aytopa Cana hivpkosuh
Sy O ~ 4 \

, Vo L JuU
bpoj ynuca e M

NN A AT

CTyaujcku nporpam __Buonoruvja: MeHeTuka

Hacnoe paga NcnuTnBarwe CEH3UTUBHOCTU reHoMa Ko nauuvjeHarta ca
60/1eCTUMa XPOMO30MCKE HECTABUIHOCTH

MeHTOp npod. ap Mapwuja 'yh LLihekuh

[MoTnucanu Canba hinpkosuh

n3jaBs/byjeM fa je wTamMnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr paja WUCTOBETHa e/1EKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npefao/na 3a o006jaB/buMBakbe Ha noptasly AurutasiHor
penosuTtopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[o3Bos/baBaM fa ce objaBe MOjM NMYHM Nojaum BesaHW 3a Jobujatse akagemcKor
3Bahba A0KTOpa Hayka, kao LUTO Cy MMe U npe3ume, rognHa 1 MecTto pohewa n gatym

ofbpaHe paga.

OBM NNYHM nogauM Mory ce 006jaBUTU Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama AauruTasiHe
61bMoTeKe, y e/IeKTPOHCKOM KaTasnory vy nybnvkaunjama YHmsepsuteTa y beorpagy.

NoTnnuc aoKkTopaHaa

Y beorpagy, _28.8.2012. 7




Mpwnor 3.

M3jaBa 0 kKopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3auteTcky ombnuoteky ,CBetozap Mapkosuh* ga y AurutasiHu
peno3uTtopunjym YHusep3auTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacnoBoOM:

VicnntueBarwe CEH3UTUBHOCTU FreHOMa Koj, I'IaLWIjeHaTa ca 6onectuma XPOMO30OMCKe

HecTabuIHOCTU

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[vicepTaumjy ca cBuM npuao3nma rnpejasna cam y efieKTpoHCKOM oopmarty norogHom
3a TpajHO apxuBmpars-e.

Mojy [OKTOpCKY AucepTtauujy noxpaweHy y AurutanHu penosnutopujym YHuBepsuTeTta
y Beorpagy mory ga kopucte CBW Koju NowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nnueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogsiyuvna.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HeKoMepLujasTHO

@AyTOpCTBO — HekoMepuumjasiHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaSIHO — AEeNUTK NOA UCTUM YyCI0BUMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaje

6. AyTOpPCTBO — AENIUTu nog UCTUM yCnosumMa

(Monumo pa 3aoKpyXuTe camo jefHy Of LWeCT MNOHyHeHUX NuueHuM, KpaTak onuc
nnueHumM aar je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnnc poktopaHaa

Y Beorpagy, _28.8.2012. Carsa Fupkosuh -

rd

,
Y S RN
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