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Rezime 
 
 

Neurodegenerativne bolesti se odlikuju varijabilnom kliničkom slikom, vremenom početka 

bolesti, prognozom i odgovorom na lečenje. Najveći broj ovih oboljenja uključuje motorne i kognitivne 

poremećaje poput Alchajmerove i Parkinsonove bolesti koje su široko rasprostranjene, do izuzetno 

retkih poput Krojcfeld-Jakobove bolesti.  

Ovom doktorskom tezom istražena je genetička osnova kognitivnih poremećaja i poremećaja 

pokreta sekvenciranjem panela klinički egzom kod ukupno 57 nesrodnih bolesnika (15 sa kognitivnim 

poremećajem i 42 sa poremećajem pokreta). Prednost pri selekciji su imali porodični slučajevi sa ranim 

početkom bolesti ili složenim fenotipom. Sekvenciranje panela vršeno je na Illumina MiSeq platformi 

prema uputstvu proizvođača. Rezulati sekvenciranja su analizirani dostupnim softverom za analizu i 

prethodno razvijenim tokom rada (engl. pipeline). Interpretacija varijanti zasnovana je na analizi setova 

gena odabranih prema fenotipu bolesnika, pretraživanju literature i baza podataka, učestalosti alela, in 

silico analizama. Uzročne varijante su potvrđene sekvenciranjem po Sangeru i segregacionim 

analizama.  

Utvrđen je verovatan genetički uzrok kod devet nesrodnih bolesnika (četiri sa kognitivnim 

poremećajem i pet sa poremećajem pokreta). Detektovano je ukupno 11 patoloških varijanti u sedam 

gena (PSEN1, OPTN, TUBB4A, PANK2, SETX, MFSD8 i ARSA) od kojih su devet varijante sa 

promenjenim smislom (engl. missense), jedna varijanta bez smisla (engl. nonsense) i jedna varijanta u 

mestu splajsovanja (engl. splice site). Sve detektovane varijante su u genima koji su u skladu sa 

kliničkim fenotipom datih bolesnika. Pored toga, detektovane varijante u genima DCTN1, PDGFRB i 

POLG predstavljaju moguć uzrok bolesti kod tri dodatna slučaja sa poremećajem pokreta. Kod ostalih 

ispitanika genetička osnova bolesti ostaje nerazjašnjena.  

Rezultati ove teze ističu značaj analize panela klinički egzom u dijagnostici kognitivnih 

poremećaja i poremećaja pokreta i daju nam uvid u složenost genetičke pozadine ovih oboljenja.  

 
 

Ključne reči: motorni poremećaji, kognitivni poremećaji, molekularno genetička dijagnostika, genske 

varijante, genski paneli 
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Abstract 
 
Neurodegenerative diseases are characterized by a variable clinical picture, disease onset, 

prognosis and response to treatment. The largest number of them includes motor and cognitive 
disorders such as Alzheimer's and Parkinson's diseases, which are widespread, to extremely rare ones 
such as Creutzfeldt-Jakob disease.  

Here we analysed the genetic basis of cognitive and movement disorders by sequencing a clinical 
exome panel that comprise coding regions of 4813 genes with surrounding intronic sequencies in 57 
unrelated patients (15 with cognitive and 42 with movement disorders). During selection, preference 
was given to family cases with an early onset of the disease or a complex phenotype. Panel sequencing 
was performed on the Illumina MiSeq platform according to the manufacturer's instructions. Results 
were analyzed with available software and an internal pipeline. The interpretation of variants is based 
on the analysis of gene sets selected according to the patient's phenotype, literature and database 
searches, allele frequencies, in silico analyses. Causal variants were confirmed by Sanger sequencing, 
as well as segregation analysis.  

A probable genetic cause was determined in nine unrelated patients (four with cognitive and five 
with movement disorder). We detected nine missense, one nonsense and one splice site pathological 
variants in seven genes (PSEN1, OPTN, TUBB4A, PANK2, SETX, MFSD8, and ARSA) which are in 
accordance with the clinical phenotype of the given patients. In addition, the detected variants in the 
DCTN1, PDGFRB, and POLG genes represent a possible cause of movement disorder in three 
additional cases. The rest of patients remain negative.  

The results of this thesis highlight the importance of clinical exome panel analysis in the 
diagnosis of cognitive and movement disorders and give us an insight into the genetic complexity of 
these diseases. 

 
 

Key words: motor impairments, cognitive impairments, molecular genetic diagnostics, gene variants, 

gene panels 
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1. UVOD 
 

 

Neurodegenerativne bolesti predstavljaju oboljenja nervnog sistema nastala usled degeneracije 

i/ili smrti nervnih ćelija u centralnom i perifernom nervnom sistemu. Često se klasifikacija 

neurodegenerativnih oboljenja zasniva na dominantnoj kliničkoj karakteristici i/ili topografiji 

dominantne lezije. Shodno tome, neurodegenerativni poremećaji centralnog nervnog sistema (CNS) se 

mogu prvo grupisati u oboljenja moždane kore, bazalnih ganglija, moždanog stabla i malog mozga ili 

kičmene moždine. Zatim, unutar svake grupe, određena bolest može biti dalje klasifikovana na osnovu 

svojih glavnih kliničkih karakteristika (Kovacs 2015; Kovacs 2017). 

Ove bolesti se ispoljavaju vrlo varijabilnom kliničkom slikom, a najveći broj uključuje motorne i 

kognitivne poremećaje. Karakteristične su i razlike u vremenu početka bolesti, prognozi i odgovoru na 

lečenje (Lee et al., 2014; Schneider et al., 2011).  

Neka oboljenja su široko rasprostranjena, kao na primer Alchajmerova bolest  (Mayeux and Stern 

2012) i Parkinsonova bolest, dok druga spadaju u retke bolesti (ređe od 1 na 2000 stanovnika za 

Evropsku Uniju) ili izuzetno retke, kao na primer Krojcfeld Jakobova bolest i neurodegeneracija 

povezana sa pantotenat kinazom (engl. Pantothenate Kinase Associated Neurodegeneration, PKAN), 

koje su primeri izuzetno retkih oboljenja sa incidencom 1 u milion stanovnika (Uttley et al., 2020; 

Tomić et al., 2015). Genetička osnova neurodegenerativnih oboljenja je takođe vrlo složena i raznolika.  

Kod čestih neurodegenerativnih bolesti preovladavaju multifaktorski oblici, koji su rezultat 

interakcije između genetičkih i sredinskih faktora. Sa druge strane, monogenski uslovljene forme, kod 

kojih postoji direktna uzročna veza između promene na nivou jednog gena i fenotipa, pripadaju retkim 

bolestima. Genetičko testiranje ima za cilj identifikaciju patološke varijante u odgovornom genu, čime 

se potvrđuje dijagnoza bolesti. Ovde se zapaža lokusna i alelska heterogenost, tj. pojava da različiti 

geni ili različiti tipovi genskih patoloških varijanti mogu biti u osnovi istog poremećaja. Mnoge alelne 

varijante gena mogu pokazati nekompletnu penetrabilnost, dok u nekim slučajevima ista patološka 

genska varijanta može da vodi ka čitavom spektru neuroloških poremećaja, ukazujući na moguće 

zajedničke molekularne mehanizme. Dodatno, klinička klasifikacija neurodegenerativnih bolesti se ne 

oslanja na genetičku etiologiju bolesti. Tako, među bolestima, kao što su Parkinsonova i Alchajmerova 

bolest, postoje multifaktorijalne i monogenske forme. Monogenske, retke forme mogu biti praćene 

porodičnom istorijom bolesti, što olakšava postavljanje genetičke dijagnoze. Međutim, zbog smanjene 

penetrabilnosti uzročnih patoloških varijanti neke retke forme bi bez genetičke dijagnoze pre bile 

svrstane u multifaktorijalne forme. Sve ovo predstavlja izazov za molekularno genetičko testiranje i 

tumačenje rezultata (Schneider et al., 2011, Abramycheva et al., 2016). 

 

1.1. Kognitivni poremećaji 
 

Kognitivni poremećaji su kategorija poremećaja mentalnog zdravlja koji prvenstveno utiču na 

kognitivne sposobnosti, uključujući učenje, pamćenje, percepciju i rešavanje problema. Definisani su 

deficitima kognitivnih sposobnosti koji su stečeni (za razliku od razvojnih deficita). Definisano je šest 

ključnih domena kognitivne funkcije: izvršna funkcija, učenje i pamćenje, perceptivno-motorička 

funkcija, jezik, složena pažnja i socijalna kognicija. Kognitivni poremećaji uključuju delirijum, blagi i 

teški kognitivni poremećaj (poznat kao demencija) (Sachs-Ericsson and Blazer 2015). 
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Delirijum (bunilo) je poremećaj koji se manifestuje konfuzijom, uzbuđenjem, dezorijentacijom i 

zamućenjem svesti. Takođe su česte i halucinacije, iluzije, promena pažnje, promena raspoloženja, 

nasilno i neobično ponašanje, a neki pojedinci mogu doživeti i akutnu promenu svesti. Obično traje od 

minut do nekoliko sati, a ponekad i dana, najviše do nekoliko nedelja (Guerrero and Piasecki 2008; 

Torpy 2008). 

Blagi i teški kognitivni poremećaji obično se opisuju kod starijih osoba, ali nisu ograničeni na 

njih. Za razliku od delirijuma, ovi poremećaji se razvijaju sporo i karakterišе ih gubitak pamćenja. 

Pored gubitka pamćenja i kognitivnog oštećenja, drugi simptomi uključuju afaziju, apraksiju, agnoziju, 

gubitak apstraktne misli, promene u ponašanju/ličnosti i poremećaj u rasuđivanju. Takođe mogu biti 

poremećaji u ponašanju koji uključuju psihozu, promene raspoloženja i uznemirenost. Blagi i teški 

kognitivni poremećaji razlikuju se na osnovu težine njihovih simptoma. Blagi kognitivni poremećaj 

karakteriše umereni kognitivni pad, dok je teški okarakterisan značajnim kognitivnim padom.  

 

1.1.1. Blagi kognitivni poremećaj 

 

Blagi kognitivni poremećaj (BKP) se smatra prelaznim periodom između normalnog starosnog 

kognitivnog pada i demencije (Anderson 2019). BKP koji primarno utiče na kratkoročno pamćenje je 

označen kao amnestički BKP, dok su posledice neamnestičkog BKP-a za sada nedovoljno poznate 

(Nicolini et al., 2020). Prema nedavnim istraživanjima, prevalencija BKP-a među starijim ljudima u 

Kini je 15,5% (Jia et al., 2020), 13,11% u Grčkoj (Vlachos et al., 2020) i 26,06% u Južnoj Indiji 

(Mohan et al., 2019). Pored toga, prijavljeno je da 6-15% bolesnika sa BKP-om godišnje razvije 

Alchajmerovu bolest (Petersen et al., 2001). 

BKP se najčešće karakteriše problemima sa pamćenjem, govorom, razmišljanjem i 

prosuđivanjem. Nije poznat uzrok nastanka BKP-a, mada se smatra da su najveći faktori rizika starost 

(Plassman et al., 2008), kao i dijabetes, hipertenzija, nedostatak vitamina D. Od genetičkih faktora, 

najznačajnijim faktorom predispozicije BKP-a se smatra prisustvo apolipoprotein E4 alela (APOE4) 

(Elias-Sonnenschein et al., 2011). S obzirom na visoku stopu konverzije BKP-a u Alchajmerovu bolest, 

veoma je značajno posvetiti pažnju njegovoj dijagnozi i lečenju. 

 

1.1.2. Teški kognitivni poremećaj 

 

Teški kognitivni poremećaj ili demencija se definiše kao sindrom stečenog i progresivnog 

poremećaja kognitivnih i/ili bihejvioralnih funkcija sa deficitom u najmanje dva od sledećih domena: 

1) pamćenje, 2) jezik, 3) vidnoprostorne sposobnosti, 4) ličnost i ponašanje i 5) druge kognitivne 

sposobnosti (apstraktno mišljenje, računanje, prosuđivanje, planiranje). Ključno je da kognitivne 

promene moraju biti dovoljno izražene da remete socijalni i profesionalni život bolesnika (American 

Psychiatric Association, 2013).  

Iako anksiozni poremećaji, poremećaji raspoloženja i psihotični poremećaji takođe mogu imati 

efekta na kognitivne i memorijske funkcije, oni se ne ubrajaju u kognitivne poremećaje, jer gubitak 

kognitivne funkcije nije primarni (uzročni) simptom (Guerrero and Piasecki 2008).  

Najčešći podtipovi demencije su Alzhajmerova bolest (AB), vaskularna demencija (VaD), 

demencija sa Levijevim telima (DLT), frontotemporalna demencija (FTD) i demencija u Parkinsonovoj 

bolesti. Ovi podtipovi demencije čine skoro 99% svih sindroma demencije sa neurološkom etiologijom. 
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Procene zastupljenosti navedenih podtipova demencije znatno variraju u studijama. Kao najčešći 

uzrok demencije navodi se AB (oko 55% slučajeva), sledi je VaD (~15% slučajeva) (Lobo et al., 

2000), zatim DLT u 3-10% slučajeva (Sonnen et al., 2007; Matthews et al., 2009).  

Ispitivanja u okviru demencije obuhvataju detaljnu analizu istorije bolesti sa uzimanjem podataka 

o porodičnoj anamnezi, potom fizikalni i neurološki pregled, neuropsihološko testiranje određenim 

baterijama testova, procenu psihijatrijskih i bihejvioralnih simptoma, procenu funkcionalnosti, 

magnetnu rezonancu mozga, pozitronsku emisionu tomografiju (engl. Positron Emission Tomography, 

PET skener), analizu cerebrospinalne tečnosti na prisustvo određenih biomarkera demencije, 

biohemijske analize krvi. Značajan udeo u dijagnostici demencija ima i genetičko testiranje (McKhann 

et al., 2011).   

Zajednička patološka karakteristika demencija jeste prisustvo nakupina pogrešno savijenih 

proteina u vanćelijskom matriksu mozga ili unutar nervnih ćelija, što demencije svrstava u 

proteinopatije. Dakle, neuropatološki, demencije karakteriše gubitak neurona u određenim regijama 

mozga, nakupine hiperfosforilisanog tau proteina, tzv. neurofibrilarna klubad i naslage beta amiloida, 

odnosno senilnih plaka (Khachaturian 1985; Savva et al., 2009, Serrano-Pozo et al., 2011). 

Demencija može biti ranog i kasnog početka. Demencija ranog početka se karakteriše pojavom 

simptoma pre 65 godine života (Rossor et al., 2010), dok demencija kasnog početka nastaje posle 65 

godine života. Navedena granica je arbitrarna, zasnovana na sociološkom aspektu i nema biološki 

značaj (Sá et al., 2012). Uprkos zajedničkim neuropatološkim oznakama, opisane su brojne razlike 

između demencije ranog i kasnog početka koje obuhvataju osim razlike u godinama početka bolesti, 

različit stepen progresije bolesti (Rogaeva 2002), stepen atrofije sive mase (Ishii et al., 2005), a od 

genetičkih faktora učestalost alela APOE4 (van der Flier et al., 2011). Demencija ranog početka se u 

odnosu na demenciju kasnog početka češće prezentuje atipičnim simptomima poput depresije, promena 

u ponašanju, psihotičnim simptomima, dok se poremećaj pamćenja može javiti tek u odmaklom 

stadijumu bolesti (Mendez 2006). 

Iako je poznat veliki broj genetičkih faktora koji dovode do nastanka demencije, najčvršći 

genetički uzroci demencije su identifikovani kod onih slučajeva koji imaju mendelovski obrazac 

nasleđivanja, kao i kod slučajeva sa ranim početkom bolesti, te pozitivnom porodičnom istorijom 

bolesti (Bonvicini et al., 2019; Cochran et al., 2019). Nedavne studije su, takođe, pokazale da raniji 

početak bolesti (ispod 65 godina) kao i porodična istorija povećavaju značajno šansu za detektovanjem 

genske patološke promene. Pokazano je da kod bolesnika sa početkom demencije između 20 i 64 

godine života postoji 15-20% verovatnoće da se detektuje genska patološka promena (Koriath et al., 

2020). Ova stopa opada kada bolest počne posle 65. godine života (Koriath et al., 2020). Pozitivna 

porodična anamneza (sa 3 i više aficiranih članova porodice u dve generacije povezane preko srodnika 

iz prvog kolena) povezana je sa 45% šanse nalaženja patološke varijante (Goldman et al., 2005; Rohrer 

et al., 2009). Nalaženje genetičkog uzroka kod takvih slučajeva omogućava uspešno postavljanje 

dijagnoze, informisanje o riziku za druge članove porodice kao i otvaranje mogućnosti za određena 

terapijska ispitivanja kod selektovanih slučajeva. 

Trenutno ne postoji lek za kognitivne poremećaje i bolesti koje ih uzrokuju. Dostupni su 

antidepresivi, antipsihotici i drugi lekovi koji mogu pomoći u ublažavanju simptoma bolesti. Stalna 

psihoterapija i psihosocijalna pomoć i podrška bolesnicima i porodicama obično su neophodni za jasno 

razumevanje i pravilno upravljanje poremećajima i za održavanje boljeg kvaliteta života svih 

uključenih (Ullrich et al., 2014). 
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1.1.2.1. Alchajmerova bolest 

 

Alchajmerova bolest predstavlja glavni uzrok demencije (Prince et al., 2013, Lobo et al., 2000; 

Chan et al., 2013). Karakteriše se progresivnim padom kognicije i obično počinje poremećajem 

kratkoročnog pamćenja (amnestička forma AB), ali neizbežno utiče na sve intelektualne funkcije, što 

dovodi do nesposobnosti samostalnog obavljanja svakodnevnih funkcija i na kraju preveremene smrti 

(Apostolova 2016). Poremećaj pamćenja je dugo smatran preduslovom za postavljanje dijagnoze AB, 

međutim sve je više studija koje opisuju atipične i neamnestičke prezentacije na početku ove bolesti. 

Prema kriterijumima Nacionalnog instituta za starenje i Asocijacije za Alchajmerovu bolest (engl. 

National Institute on Aging – Alzheimer's Association, NIA­AA) Sjedinjenih Američkih Država 

(McKhann et al., 2011), definisani su neamnestički sindromi AB prema kognitivnom poremećaju koji 

dominira na početku bolesti: 1) vizuoprostorni (posteriorna kortikalna atrofija), 2) jezički (logopenička 

afazija) i 3) egzekutivni/bihejvioralni (frontalna varijanta AB). Neamnestički sindromi se češće sreću 

kod AB ranog početka (u 22­64% slučajeva) u odnosu na AB kasnog početka (6­12% slučajeva) sa 

posteriornom kortikalnom atrofijom i logopeničkom afazijom kao najčešćim neamnestičkim 

sindromima rane AB (Stopford et al., 2008; Murray et al., 2011). 

U nedavno objavljenoj metaanalizi globalne učestalosti rane demencije (Hendriks et al., 2021) 

procenjeno je da u svetu 119 od 100000 osoba u starosnoj dobi od 30 do 64 godine života bolu je od 

neke forme rane demencije. Dakle, trenutno u svetu od demencije ranog početka boluje 3,9 miliona 

ljudi (Hendriks et al., 2021). S druge strane, oko 45 miliona ljudi širom sveta boluje od demencije 

kasnog početka (GBD 2016 Dementia Collaborators, 2019). 

Što se tiče AB, kao najčešće forme rane demencije, rezultati brojnih studija pokazuju da je 

učestalost procenjena na 41,1 na 100000 osoba u svetu (Kvello-Alme et al., 2019). 

U osnovi nastanka AB postoji čitav spektar faktora koji obuhvata godine života, genetičke 

faktore, faktore spoljašnje sredine, a koji se smatraju glavnim faktorima za razvoj AB. Brojni faktori su 

povezani sa povećanim rizikom od nastanka AB, među kojima kardiovaskularne bolesti čine većinu. U 

faktore rizika se ubrajaju i dijabetes, hipertenzija, gojaznost, dislipidemija (Barba et al. 2000; Razay 

and Vreugdenhil 2005). 

Kod kasne forme AB (tzv. sporadične forme sa početkom bolesti posle 65 godine života), koja je 

zastupljena kod 95% slučajeva, pretpostavlja se da su za nastanak bolesti odgovorni genetičke 

komponente i faktori spoljašnje sredine i to u odnosu 70:30 (Dorszewska et al., 2016). Najpoznatiji 

genetički faktor rizika za nastanak sporadične forme AB je polimorfizam u genu APOE. Postoje tri 

alela gena APOE: APOE2, APOE3 i APOE4, pri čemu prisustvo jednog E4 alela povećava rizik za 

razvoj AB tri puta, a prisustvo dva alela E4 čak 12 puta. Protein APOE oslobođen iz glijalnih ćelija 

stimuliše proizvodnju β­amiloida, gde APOE4, u odnosu na druge dve forme proteina APOE, jače 

stimuliše njegovu proizvodnju (Huang et al., 2017). Studije asocijacije na čitavom genomu (engl. 

Genome Wide Association Studies, GWAS) su identifikovale dodatne gene povezane sa rizikom za 

nastanak AB (ABCA7, BIN1, CD2AP, CD33, CLU, CR1, EPHA1, MS4A6A, MS4A6E i PICALM) (Jun 

et al., 2010; Hollingworth et al., 2011).  

Kod slučajeva sa ranim početkom AB, smatra se da je uzrok bolesti uglavnom genetičke prirode, 

iako nemaju svi bolesnici pozitivnu porodičnu istoriju bolesti. Danas je poznato više od 450 uzročnih 

varijanti u tri gena koji su u osnovi familijarne AB i koje pokazuju autozomno dominantan način 

nasleđivanja sa skoro 100% penetrabilnošću, koja pozitivno koreliše sa povećanjem godina života 

(https://www.alzforum.org/mutations; Xiao et al., 2021). 

Prve uzročne varijante otkrivene su u genu APP (amiloidni prekusorski protein), potom u genima 

PSEN1 (presenilin 1) i PSEN2 (presenilin 2). Patološke varijante u genu PSEN1 čine oko 80% 

autozomno dominantnih slučajeva. Oko 15% autozomno dominantnih slučajeva su uzrokovane 

https://www.alzforum.org/mutations
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patološkim varijantama u genu APP (Hinz and Geschwind 2017), dok su u genu PSEN2 poprilično 

retke i odgovorne za oko 5% slučajeva.  

Sva tri gena kodiraju istoimene proteine. APP je transmembranski protein kojeg iseca α­sekretaza 

pri čemu nastaju nepatološki solubilni fragmenti (Sisodia 1992). Dodatno, vanćelijski deo APP proteina 

može biti isečen β­sekretazom (Vassar et al., 1999), a preostali, transmembranski/unutarćelijski deo 

APP proteina biva isečen γ­sekretazom. Presenilin 1 i presenilin 2 proteini su u sastavu katalitičke 

komponente γ­sekretaze (De Strooper et al., 2012). Smatra se da su patološke varijante gena APP, 

PSEN1 i PSEN2 odgovorne za povećano stvaranje β­amiloida i to patološke forme Aβ42, pri čemu 

dolazi do taloženja senilnih plaka. Ipak, patološke varijante u ova tri gena mogu objasniti tek 1­5% svih 

slučajeva AB ranog početka. Naime, 25-40% bolesnika sa AB ranog početka ima familijarnu formu 

bolesti (bar jednog obolelog srodnika), pri čemu od toga 5-15% pripada porodicama sa autozomno 

dominantnim načinom nasleđivanja od kojih samo jedan deo (11%) u osnovi ima patološke varijante u 

navedenim genima (Karch and Goate 2015). 

Kod autozomno dominantne AB sa ranim početkom i porodičnom istorijom najčešće se prvo 

bolesnici ciljano testiraju na prisustvo patoloških varijanti u genu PSEN1, onda se testira gen APP i 

potom PSEN2, prema zastupljenosti patoloških varijanti, odnosno verovatnoći detektovanja genetičkog 

uzroka. Takođe se sprovodi i testiranje polimorfizma gena APOE. Ukoliko se u ovim genima ne 

detektuju varijante od značaja za bolest datog ispitanika, testiraju se geni koji su u osnovi FTD-a 

(Goldman and van Deerlen 2018). Ukoliko je i taj test negativan, pristupa se analizi proširenog panela 

gena. U nekim laboratorijama praksa je da se u prvom koraku uradi proširena analiza većeg broja gena 

(Zalar et al., 2018). 

 

1.1.2.2. Frontotemporalna demencija 

 

Posle Alchajmerove bolesti FTD je drugi najčešći uzrok demencije sa ranim početkom 

(Ratnavalli et al., 2002; Rosso et al., 2003; Harvey et al., 2003, Arvanitakis 2010). Opisana su tri 

klinička sindroma FTD-a: 1) bihejvioralna varijanta FTD-a (bvFTD) koja je najčešća i karakteriše se 

prominentnim poremećajem ponašanja, apatijom, gubitkom empatije, stereotipnim ili kompulzivnim 

ponašanjem, promenama u ishrani. Na radiološkim snimcima mozga uočava se frontalna i/ili anteriorna 

temporalna atrofija (Pick 1892; Rascovsky et al., 2011); 2) nefluentna-agramatička varijanta primarne 

progresivne afazije (nfvPPA) koja se karakteriše agramatizacijom i deficitom motornog govora sa 

levom unutrašnjom frontalnom i insularnom atrofijom (Josephs et al., 2006; Ogar et al., 2007; 

Grossman 2012) i 3) semantička varijanta primarne progresivne afazije (svPPA) koja se karakteriše 

gubitkom poznavanja objekata i reči sa obostranom anteriornom temporalnom atrofijom (Hodges et al., 

1992).  

Učestalost FTD u svetskoj populaciji procenjena je na 2,3 na 100000 osoba starosti od 30 do 64 

godine (Kvello Alme et al., 2019). 

Većina slučajeva sa FTD je sporadično, dok je oko 30% bolesnika sa porodičnom istorijom 

neuroloških simptoma poput demencije, psihijatrijskih ili motornih simptoma. Kod 13,4% slučajeva sa 

FTD prisutno je autozomno dominantno nasleđivanje, pri čemu je kod polovine ovih slučajeva 

dokazana patološka genetička varijanta. Većina genetički dokazanih slučajeva FTD uzrokovana je 

patološkim varijantama u tri gena: C9ORF72, MAPT ili GRN (Greaves and Rohrer 2019; Mahoney et 

al., 2012; Snowden et al., 2012). Smatra se da su patološke varijante u genu C9ORF72 najčešći 

genetički uzrok FTD­a u svetu, sledi za njim gen GRN i MAPT naposletku (Borroni et al., 2011; 

Barandiaran et al., 2012). Patološke varijante su ekspanzije heksanukleotidnih (GGGGCC, tj. G4C2) 

ponovaka u intronu gena C9ORF72 koji kodira istoimeni protein sa ulogom sintezi RNK, proteina i 

transportu RNK unutar ćelije. Poznato je da haploinsuficijencija C9ORF72 ima ulogu u 
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neurodegeneraciji (Shi et al., 2018), a sve je više dokaza i o sticanju nove uloge mutiranog alela,  

putem toksičnosti RNK molekula prepisanih sa gena C9ORF72 koji sadrže ekspandovane sekvence. 

Ekspanzije gena C9ORF72 kodiraju pet različitih dipeptidnih proteinskih ponovaka (engl. Dipeptide 

Repeat Proteins, DPRs) koji nastaju nekanonskom sintezom proteina (engl. Repeat-associated non-

AUG translation) i za koje je takođe pokazano da imaju ulogu u neurodegeneraciji (Freibaum and 

Taylor 2017). Ne samo da su ekspanzije u genu C9ORF72 odgovorne za oko 30% familijarnih FTD, 

nego i za do 50% familijarnih slučajeva amiotrofične lateralne skleroze (ALS) i za oko 88% slučajeva 

sa simptomima i FTD-a i ALS-a (Cruts et al., 2013). C9ORF72 ekspanzije čine osnovu i kod oko 6% 

sporadičnih FTD (Cooper-Knock et al., 2014). Patološke varijante u genu GRN čine oko četvrtinu 

autozomno dominantnih FTD i do 5% očiglednih sporadičnih slučajeva (Hinz and Geschwind 2017). 

Protein progranulin je kodiran genom GRN i učestvuje u regulaciji rasta, deobe i preživljavanja ćelija 

kože, imunog sistema i određenih ćelija mozga. Takođe ima ulogu u ranom embrionskom razvoju, 

zarastanju rana i inflamaciji. Što se tiče njegove aktivnosti u ćelijama mozga, smatra se da ima ulogu u 

preživljavanju neurona. MAPT čini osnovu 10–20% autozomno dominantnih slučajeva, zavisno od 

populacije, sa preko 40 različitih poznatih patogenih varijanti, najvećim delom detektovanih u 

egzonima 1 i 9–13. Gen MAPT sadrži informacije za sintezu proteina tau. Uloga tau proteina ogleda se 

u formiranju i stabilizaciji mikrotubula, vlakana koje održavaju oblik ćelije, učestvuju u ćelijskoj deobi 

i ćelijskom transportu.  

Bihejvioralna forma FTD-a je najčešće uzokovana patološkim varijantama u genu MAPT. Za ovaj 

gen su karakteristični i početak bolesti između 45 i 65 godine života (Olszewska et al., 2016), kao i 

parkinsonizam, okulomotorna disfunkcija, progresivna supranuklearna pareza (Benussi et al., 2015). 

Kod bolesnika sa patološkim varijantama u genu GRN prisutni su jezički poremećaj i psihijatrijske 

manifestacije. Kada su u pitanju nosioci varijanti u genu C9ORF72 njihova klinička prezentacija se 

karakteriše uglavnom FTDbv, kao i bolesti motornog neurona (BMN).  

Uzročne varijante u brojnim drugim genima su asocirane sa FTD, mada u retkim slučajevima 

(Sieben et al., 2012). Sveukupno, približno 5% patoloških varijanti se detektuju i u genima kao što su 

VCP (Watts et al., 2004), CHMP2B (Skibinski et al., 2005), TARDP, FUS (Yan et al., 2010), ITM2B 

(Vidal et al., 1999), TBK1 (Pottier et al., 2015), TBP (Stevanin and Brice 2008), SQSTM1 (Le Ber et 

al., 2013), OPTN (Maruyama et al., 2010), UBQLN (Deng et al., 2011). 

Poslednjih godina, kliničke, patološke i genetičke studije su podupirale činjenicu da su FTD i 

ALS deo spektra bolesti sa zajedničkom patogenezom (Bennion-Callister and Pickering-Brown 2014; 

Hardy and Rogaeva 2014). Patološke varijante u genima povezanim sa nastankom ALS­a mogu se kod 

bolesnika manifestovati kao FTD, ponekad i u istoj porodici ili čak kod istog bolesnika (ALS/FTD 

komorbidnost) (Freischmidt et al., 2015; Dols-Icardo et al., 2018; Pottier et al., 2018). Približno 15% 

FTD bolesnika razvije BMN, i obrnuto, do 50% BMN bolesnika pokazuje ili direktne znake 

kognitivnog poremećaja (Cruts et al., 2013) ili blage poremećaje u izvršnoj funkciji (Lomen-Hoerth et 

al., 2003; Ringholz et al., 2005).  

Kada se pristupa genetičkom testiranju kod bolesnika sa FTD-om, najčešće se prvo uradi 

testiranje gena C9ORF72 na prisustvo G4C2 ekspanzija, posebno kod ispitanika sa bvFTD-a. Kada se 

kod bolesnika uoče simetrične promene na frontalnim i temporalnim režnjevima, oni se takođe testiraju 

prvo na prisustvo patoloških varijanti u genu C9ORF72. Kada postoji porodična istorija atipičnog 

parkinsonizma koji koegzistira sa bihejvioralnom varijantom u ranom početku bolesti, treba uraditi 

sekvenciranje gena MAPT. U slučajevima kada postoji porodična istorija kod srodnika iz prvog kolena 

asocirana sa nefluentnom varijantom ili primarnom progresivnom afazijom i asimetričnom atrofijom 

mozga preporučuje se skrining na GRN patološke varijante. Bilo koji mišićno skeletni simptom 

asociran sa kasnim razvojem bihejvioralnog poremećaja ukazuje na varijante u genu VCP. Kod 

bolesnika sa FTD-om, ataksijom i cerebelarnom atrofijom treba da se testira SCA17 (Olszewska et al., 

2016). Kao i kod AB-a i u ovom primeru sprovodi se genetičko testiranje najpre gena u kojima se 
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najčešće detektuju patološke varijante. U zavisnosti od vrste patološke varijante metoda izbora je 

različita. Nakon negativnog testa na C9ORF72 ekspanzije, može se uraditi prošireniji genski panel u 

cilju otkrivanja genetičkog uzroka kod ovih bolesnika. 

 

1.2. Poremećaji pokreta 
 

Poremećaji pokreta su neurološka stanja koja utiču na brzinu, fluentnost, kvalitet i lakoću 

pokreta. Može postojati ili višak pokreta ili nedostatak voljnih i automatskih pokreta, nevezano za 

slabost ili spastičnost (Fahn 2011). Poremećaji pokreta obuhvataju širok raspon stanja koja se 

karakterišu: 1) poremećajima voljnih pokreta sa smanjenom amplitudom pokreta (ili hipokinezije), 

mada su termini bradikinezija (usporenost pokreta) i akinezija (odsustvo pokreta) takođe u upotrebi ili 

2) postojanjem neodgovarajućih, nevoljnih pokreta (diskinezija) (Fahn 2011; Fahn et al., 2011). 

Hipokinetski sindrom podrazumeva siromaštvo spontane motorike i primer je Parkinsonova bolest i 

parkinsonizam (Fahn 2011; Fahn et al., 2011). Hiperkinetski sindrom u kliničkom smislu se 

izjednačava sa nevoljnim pokretima (diskinezijama). U hiperkinetske sindrome spadaju: horeja, 

balizam, atetoza, distonija, ataksija, tremor, tikovi, stereotipije (Fahn 2011; Fahn et al., 2011). 

Poremećaji pokreta mogu biti primarni i sekundarni. Kod primarnih poremećaja pokreta, abnormalno 

kretanje je primarna manifestacija poremećaja. U sekundarnim poremećajima pokreta, abnormalno 

kretanje je manifestacija drugog sistemskog ili neurološkog poremećaja. 

Učestalost poremećaja pokreta procenjena je na 28% kada su rađena istraživanja u grupi osoba od 

50­89 godina starosti. Učestalost tremora je bila 14,5%, zatim sindroma nemirnih nogu 10,8%, 

parkinsonizma 7%, primarne i sekundarne distonije 1,8% i horeje i tika <1% svaki (Wenning et al., 

2005). U nedavno objavljenoj metaanalizi koja je obuhvatila oko 5000 osoba sa kliničkom 

prezentacijom poremećaja pokreta, tremora i slabosti, prosečne godine početka simptoma su bile 39,6 

godina, poremećaj pokreta sa tremorom i slabosti je imalo 23,1% ispitanika, samo tremor 21,6%, a 

slabost 18,1% ispitanika (Lidstone et al., 2022).  

Prilikom postavljanja dijagnoze poremećaja pokreta najpre se obavi kompletan neurološki 

pregled od strane lekara specijaliste neurologije. Tom prilikom, uzima se i porodična anamneza, takođe 

se opserviraju i neneurološki znakovi bolesti koji se mogu manifestovati na koži ili u očima bolesnika, 

što doprinosi preciznosti u postavljanju dijagnoze (Abdo et al., 2010). U daljem ispitivanju uključuju se 

biohemijske analize krvi, radiološke analize, analize krvne slike i genetički testovi. 

Poremećaji pokreta imaju veoma kompleksnu etiopatogenezu sa bitnom ulogom genetičkih 

faktora. Tako je poznato oko 15 glavnih gena uzročnika monogenske forme Parkinsonove bolesti i 

parkinsonizma (Puschmann 2017), dok je ukupno 111 gena koji se povezuju sa ovim bolestima (Köhler 

et al., 2021). S druge strane, poremećaji pokreta kao što su distonija, horeja i ataksija u svojoj osnovi 

imaju retke jasne monogenske faktore (Balint et al., 2018; Termsarasab 2019; Mundwiler and 

Shakkottai 2018; Beaudin et al., 2019). Do sada je prema podacima iz HPO baze podataka (engl. 

Human Phenotype Ontology, HPO) (https://hpo.jax.org/app/) sa distonijom povezano 490 gena, sa 

horejom 256, dok je sa ataksijom povezano čak 886 gena (Köhler et al., 2021).  

 

1.2.1. Hipokinetski poremećaji 

 

Hipokinetski poremećaji pokreta se karakterišu delimičnim ili potpunim gubitkom mišićnog 

pokreta. Najčešći uzrok hipokinezije je Parkinsonova bolest (PB) i stanja povezana sa PB. Pored toga, 

https://hpo.jax.org/app/
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u hipokinetske poremećaje spadaju i apraksija, katatonija, katapleksija, fenomen zamrzavanja i drugi 

(Fahn 2011). 

 

1.2.1.1. Parkinsonova bolest i parkinsonizam 

 

Parkinsonova bolest je drugo najučestalije neurodegenerativno oboljenje odmah posle AB (de 

Lau and Breteler 2006). Klinički se manifestuje sindromom parkinsonizma i nemotornim simptomima. 

Parkinsonizam se karakteriše bradikinezijom, ukočenošću, tremorom u stanju mirovanja i posturalnom 

nestabilnošću. Dodatno, opisani su i atipični parkinsonizmi koji se još nazivaju i Parkinson plus 

sindromi i uključuju multiplu sistemsku atrofiju (MSA) (Quinn 1989), demenciju sa Levijevim telima 

(DLT) (McKeith et al., 2005), progresivnu supranuklearnu paralizu (PSP) (Litvan et al., 1996) i 

kortikobazalni sindrom (KBS) (Armstrong et al., 2013). Što se tiče nemotornih simptoma 

karakterističnih za PB, to su najčešće kognitivni pad (Lees and Smith 1983), depresija (Cummings 

1992), anksioznost, poremećaj spavanja (Tandberg et al., 1998).  

Sa patohistološke strane, PB se karakteriše gubitkom dopamnergičkih neurona kompaktnog dela 

crne supstance (supstantia nigra pars compacta) i prisustvom citoplazmičnih i aksonalnih nakupina 

proteina α-sinukleina (kodiranog genom SNCA) koja su globularna i nazivaju se Levijevim telima 

(Spillantini et al., 1997). 

Godišnje od PB oboli između 5 i 35 osoba na 100000 širom sveta, a incidenca raste 5 do 10 puta 

između šeste i devete decenije života. Retko je da se simptomi jave pre 50 godine života. Muškarci 

obolevaju dva puta ćešće u odnosu na žene, a u faktore rizika za nastanak PB spadaju genetičke 

varijante, stil života, određeni faktori sredine, kao što su konzumiranje cigareta ili nekonzumiranje kafe 

(Shahi and Moochhala 1991; Ross and Petrovitch 2001).  

Kao što je već rečeno, većina PB slučajeva su sporadične forme bez porodične istorije bolesti. 

Međutim, opisani su i genetički uzroci ove bolesti. Poznato je da su patološke varijante u sedam gena 

asocirane sa autozomno dominantnom (SNCA, LRRK2, EIF4G1, VPS35) i autozomno recesivnom 

(PARK2, PINK1, DJ1) Parkinsonovom bolesti ili parkinsonizmom. Promene u drugim genima su 

takođe asocirane sa ovom bolesti, kao što su geni u osnovi hereditarnih ataksija (ATXN2, ATXN3, 

FMR1), frontotemporalne demencije (C9orf72, GRN, MAPT, TARDBP), distonije tipa 5 (GCH1, TH, 

SPR) i drugi (ATP13A2, CSF1R, DNAJC6, FBXO, GIGYF2, HTRA2, PLA2G6, SPG11, UCHL1). 

Detaljnije o genima uzročnicima PB dato je u tabeli 1.1.  

Heterozigotne mutacije u genu GBA su važan faktor rizika za nastanak PB-a i DLT (Neudorfer et 

al., 1996). 
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Tabela 1.1: Lista gena povezanih sa naslednim parkinsonizmom. Modifikovano prema Cherian and 

Divya 2020. 

Gen Forma bolesti Fenotip Nasleđivanje Reference 

SNCA PARK1 Parkinsonizam AD Golbe et al., 1990 

LRRK2 PARK8 Parkinsonizam AD Paisán-Ruíz et al., 
2004 

VPS35 PARK17 Parkinsonizam AD Vilariño-Güell et al., 

2011 

PARKIN PARK2 Parkinsonizam ranog početka, distonija AR Kitada et al., 1998 

PINK1 PARK6 Parkinsonizam ranog početka, distonija AR Valente et al., 2004 

DJ1 PARK7 Parkinsonizam ranog početka, distonija AR van Duijn et al., 2001 

ATP13A2 PARK9/Kufor Rakeb 

syndrome 

Parkinsonizam, distonija, demencija AR Ramirez et al., 2006 

PLA2G6 PLAN Distonija, parkinsonizam, kognitivni pad AR Paisan-Ruiz et al., 

2009 

FBX07 PARK15 Rani početak parkinsonizma sa piramidalnim 

znacima 

AR Shojaee et al., 2008 

DNAJC6 PARK19 Parkinsonizam, mentalna retardacija AR Edvardson et al., 2012 

SYNJ12 PARK20 Parkinsonizam, napadi AR Krebs et al., 2013; 

Quadri et al., 2013 

ATP1A3 DYT12 Distonija parkinsonizam AD de Carvalho Aguiar et 

al., 2004 

TAF1 DYT3 Distonija parkinsonizam X vezano Makino et al., 2007 

GCH1 DYT5a Distonija parkinsonizam AD, AR Ichinose et al., 1994 

TH DYT5b Distonija parkinsonizam AR Lüdecke et al., 1995 

WDR45 BPAN Zaostanak u razvoju, parkinsonizam X vezano Haack et al., 2012 

CP Aceruloplazminemija Horeja, parkinsonizam AR Harris et al., 1995 

GBA Gošeova bolest Parkinsonizam ranog početka AR Tsuji et al., 1987 

ATXN2 SCA2 Ataksija, parkinsonizam AD Pulst et al., 1996 

KIAA1840 SPG11 HSP, parkinsonizam AR Stevanin et al., 2007 

ZFYVE26 SPG15 HSP, parkinsonizam AR Hanein et al., 2008 

FTL Neuroferitinopatija Horeja, parkinsonizam AD Curtis et al., 2001 

FA2H FAHN HSP, parkinsonizam, ataksija AR Edvardson et al., 2008 

PANK2 PKAN Horeja, parkinsonizam, psihijatrijski poremećaji AR Zhou et al., 2001 

C19ORF12 MPAN Distonija, parkinsonizam AR Hogarth et al., 2013 

AD­autozomno dominantno; AR­autozomno recesivno; PLAN­PLA2G6 asocirana neurodegeneracija; BPAN­beta propeller 

protein asocirana neurodegeneracija; SCA2­spinocerebelarna ataksija tip2; SPG­spastična paraplegija; HSP­hereditarna 

spastična parapareza; FAHN­neurodegeneracija asocirana sa hidroksilazom masnih kiselina; PKAN­neurodegeneracija 

povezana sa pantotenat kinazom; MPAN­neurodegeneracija asocirana sa proteinom mitohondrijske membrane.  

 



10 
 

1.2.2. Hiperkinetski poremećaji 

 

Hiperkinetski poremećaji pokreta ili diskinezije, predstavljaju heterogenu grupu nevoljnih 

pokreta od kojih su najznačajniji tremor, distonije, ataksije, horeja, mioklonus i tikovi, a karakterišu ih 

hiperaktivni, nevoljni i nekontrolisani pokreti. Osim njih u ovu grupu se ubrajaju i balizam, atetoze i 

stereotipije (Fahn 2011). Mogu se manifestovati kao pojedinačni klinički entiteti ili kao znaci drugih 

neuroloških poremećaja. Takođe, mnoge od bolesti iz ove grupe još nemaju definisane uslovljavajuće 

etilološke faktore i identifikuju se kao idiopatske. Etiološke studije pokazale su da njihovom nastanku 

doprinose genetičke abnormalnosti, neurodegenerativne bolesti, autoimuni i metabolički poremećaji, 

strukturne lezije centralnog nervnog sistema, infekcije, upotreba pojedinih lekova (npr. neuroleptici), 

izloženost različitim toksinima, a za neke su od značaja i psihogeni uzroci (Méneret et al., 2021). 

 

1.2.2.1. Distonija 

 

Distonija se karakteriše produženom nevoljnom kontrakcijom mišića koja dovodi do uvrtanja, 

ponavljajućih pokreta i abnormalnih položaja tela  (Albanese et al., 2013). Distonija može biti fokalna 

kada zahvata samo jedan deo tela ili multifokalna (u upotrebi su i nazivi segmentna i generalizovana) 

kada zahvata više regiona. Regije tela koje su obično pogođene distonijom su glava, vrat, ekstremiteti 

ili trup. Na osnovu kliničkih karakteristika distonija može biti klasifikovana na izolovanu, kada je 

distonija jedini klinički znak bez drugih neuroloških ili sistemskih znakova, kombinovanu, kada uz 

distoniju postoji još neki nevoljni pokret ili poremećaj ekstrapirimidnog sistema i kompleksnu, kada uz 

distonički nevoljni pokret ili druge manifestacije poremećaja ekstarpirimidnog sistema postoje i druge 

neurološke i sistemske manifestacije (Albanese et al., 2013). Najznačajniji genetički tipovi distonija 

dati su u tabeli 1.2. 

Nije identifikovan zajednički mehanizam u osnovi nastanka različitih tipova distonije. Međutim, 

najčešće se navodi poremećaj u transmisiji dopamina i holina (Sciamanna et al., 2011), kao i 

hiperaktivnost Purkinjeovih ćelija malog mozga (Fan et al., 2012). 

Metaanaliza 16 epidemioloških studija primarnih distonija pokazala je ukupnu prevalenciju od 

16,4 na 100000 osoba širom sveta (Steeves et al., 2012). 

Bolesnici sa distonijom predstavljaju približno 20% bolesnika sa poremećajima pokreta 

(Jankovic 2009). 

U genetičkoj osnovi distonije nalaze se retki poznati monogenski oblici bolesti, zatim sporadične 

multifaktorske forme sa nasleđenom predispozicijom i sekundarni oblici koji uključuju kompleksne 

sindrome ne sasvim poznate etiologije (Fahn et al., 1998).  

Zahvaljujući napretku metoda u molekularno genetičkoj dijagnostici, otkriveni su brojni novi 

geni i patološke varijante odgovorne za nastanak retkih naslednih distonija. Trenutno je najmanje 20 

različitih monogenskih primarnih distonija povezano sa odgovarajućim DYT lokusima. Kada se uzmu 

u obzir i kombinovane i kompleksne forme, taj broj se značajno povećava (Marras et al., 2016). 
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Tabela 1.2: Fenotipovi i geni povezani sa naslednim formama izolovanih i kombinovanih distonija. 

Modifikovano prema Klein 2014. 

Oznaka Genski 

lokus 

Gen Poremećaj Forma/podgrupa 

distonije 

Reference 

DYT1 9q32-q34 TOR1A Generalizovana distonija 

ranog početka 

Izolovana Ozelius et al., 1997 

DYT3 Xq13.1 TAF1 X vezana distonija 

parkinsonizam 

Kombinovana 

(distonija sa 

parkinsonizmom) 

Makino et al., 2007 

DYT4 19p TUBB4A Spazmodična disfonija Izolovana Hersheson et al., 
2013 

DYT5a 14q22.1–

22.2 

GCH1 Dopa responsivna 

distonija, Segava sindrom 

Kombinovana 

(distonija sa 

parkinsonizmom) 

Ichinose et al., 1994 

DYT5b 11p15.5 

2p14-p12 

TH 

SPR 

Dopa responsivna 

distonija, Segava sindrom 

Kombinovana 

(distonija sa 

parkinsonizmom) 

Lüdecke et al., 1995; 

Bonafé et al., 2001 

DYT6 8p11.1 THAP1 Distonija sa početkom u 

adolescentnom dobu 

Izolovana Fuchs et al., 2009 

DYT8 2q35 PNKD1/MR1 Paroksizmalna 

nekineziogena diskinezija 

1 

Kombinovana 

(distonija sa drugim 

diskinezijama) 

Rainier et al., 2004 

DYT10 16p11.2-

q12.1 

PRRT2 Paroksizmalna 

kineziogena diskinezija  

Kombinovana 

(distonija sa drugim 

diskinezijama) 

Chen et al., 2011 

DYT11 7q21.3 SGCE Mioklonička distonija Kombinovana 

(distonija sa 

mioklonusom) 

Zimprich et al., 2001 

DYT12 19q13.2 ATP1A3 Distonija sa 

parkinsonizmom rapidnog 

početka 

Kombinovana 

(distonija sa 

parkinsonizmom) 

de Carvalho Aguiar 

et al., 2004 

DYT18 1p34.2 SLC2A1 Paroksizmalna diskinezija 

uzrokovana naporom 

Kombinovana 

(distonija sa drugim 

diskinezijama) 

Seidner et al., 1998 

DYT24 11p ANO3 Kranio cervikalna 

distonija adultnog početka 

Izolovana Münchau et al., 

2000; Charlesworth 

et al., 2012 

DYT25 18p GNAL Kranio cervikalna 

distonija adultnog početka 

Izolovana  Fuchs et al., 2013 

 

 

Neki od značajnijih primera kompleksnih distonija su Vilsonova bolest (VB) koja predstavlja  

autozomno recesivno oboljenje nastalo usled deponovanja bakra u različitim organima, pre svega u jetri 

i u mozgu, pa se izdvajaju hepatička i neurološka forma. Patološke varijante u genu ATP7B menjaju 

biosintetičku i transportnu ulogu proteina ATPaze u ćeliji, što dovodi do poremećaja izlučivanja bakra 

u žuči i njegovog nagomilavanja u jetri, mozgu, rožnjači i drugim tkivima. Do sada je opisano više 
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stotina patoloških varijanti u genu ATP7B pri čemu je varijanta p.H1069Q najzastupljenija i u našoj i 

Evropskoj populaciji (Tomić et al., 2013). Drugi primer bi bila Niman Pikova bolest tip C koja 

predstavlja redak progresivni autozomno recesivni poremećaj lizozomskog deponovanja uzrokovan 

patološkim varijantama u genima NPC1 (u 95% slučajeva) i NPC2 (u 5% slučajeva). Poznato je više od 

260 različitih patoloških varijanti u genu NPC1, koje su uglavnom nukleotidne izmene promenjenog 

smisla (engl. missense) (Vanier and Millat 2003). Još jedan značajan primer kompleksne distonije jeste 

PKAN, vrlo retka genetički uslovljena bolest. Patološke varijante u genu PANK2, koji kodira enzim 

panotenat kinazu 2, dovode do nakupljanja gvožđa u mozgu što daje karakterističan prikaz na 

magnetnoj rezonanci poznat kao tigrovo oko (engl. eye-of-the-tiger) (Hartig et al., 2006). 

 

1.2.2.2. Ataksija 

 

Spinocerebelarna ataksija je sporo progresivno, degenerativno, genetičko oboljenje koje se 

karakteriše gubitkom koordinacije pokreta, usporenim, nejasnim govorom (dizartrija), problemima sa 

gutanjem (disfagija), sporim pokretima očiju (Refsum and Skre 1978). 

Procenjeno je da je učestalost SCA 2.7 na 100000 osoba širom sveta (Ruano et al., 2014). 

Iako postoji značajna fenotipska varijabilnost u okviru spinocerebelarnih ataksija (SCA), 

određeni klinički znaci su često od pomoći prilikom genetičkog testiranja.   

Postoje tri glavne genetičke kategorije SCA: 1) ataksije koje u osnovi imaju ekspanzije CAG 

ponovaka/poliQ ataksije; 2) ataksije u čijoj su osnovi ekspanzije ponovaka u nekodirajućem delu gena; 

3) ataksije uzrokovane patološkim varijantama koje nisu ekspanzije ponovaka (missense, delecije, 

insercije, duplikacije) (Dueñas et al., 2006). Glavni tipovi ataksija uzrokovani genetičkim varijantama 

prikazani su u tabeli 1.3. 

SCA nastaju usled atrofije malog mozga, a to uključuje sve njegove delove kao što su Purkinjeve 

ćelije, granularni ćelijski sloj, kao i duboka jedra malog mozga.  

CAG tripleti daju informaciju za sintezu aminokiseline glutamin (Q), tako da usled ekspanzije na 

proteinskom nivou nastaje niz od glutamina za kojeg je pokazano da ima toksični efekat (Dueñas et al., 

2006; Orr and Zoghbi 2007; Williams and Paulson 2008). Na ovaj način CAG ekspanzije dovode do 

pogrešnog savijanja proteina i posledično njegove agregacije. Pored toga, pokazano je da se toksičnost 

ne odvija na nivou iRNK već samo na nivou proteina. 
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Table 1.3: Spinocerebelarne ataksije sa povezanim uzročnim varijantama u poznatim genima. 

Modifikovano prema Paulson 2009. 

Bolest Genski 

lokus 
Gena/protein Uzročna varijanta (opseg veličine 

ponovka) 
Reference 

SCA1 6p ATXN1/Ataksin 1 CAG/polyQ ekspanzija (39-82) Banfi et al., 1994 

SCA2 12q ATXN2/Ataksin 2 CAG/polyQ ekspanzija (33-64) Pulst et al., 1996 

SCA3 14q ATXN3/Ataksin 3 CAG/polyQ ekspanzija (52-86) Kawaguchi et al., 1994 

SCA5 11p SPTBN2/Beta 3 spektrin Varijante koje nisu ponovci Ikeda et al., 2006 

SCA6 19p CACNA1A/Kalcijumov kanal CAG/polyQ ekspanzija (19-30) Zhuchenko et al., 1997 

SCA7 3p ATXN7/Ataksin 7 CAG/polyQ ekspanzija (37-200)  Trottier et al., 1995 

SCA8 13q ATXN80S CAG/CTG ekspanzija (107-128) Koob et al., 1999 

SCA10 22q ATXN10 ATTCT ekspanzija (1000-4000) Matsuura et al., 2000 

SCA11 15q TTBK2/tau kinaza Varijante koje nisu ponovci Worth et al., 1999 

SCA12 5q PPP2R2B/fosfataza CAG ekspanzija (66-78) Holmes et al., 1999 

SCA14 19q PRKCG/ protein kinaza C Varijante koje nisu ponovci Chen et al., 2003 

SCA15/16 3p ITPR1/ IP3 receptor Varijante koje nisu ponovci Iwaki et al., 2008; van de 

Leemput et al., 2007 

SCA17 6q TBP/ TATA vezujući protein CAG/polyQ ekspanzija (50-63) Koide et al., 1999 

SCA27 13q FGF14/faktor rasta fibroblasta Varijante koje nisu ponovci van Swieten et al., 2003 

polyQ: poliglutamin­niz sastavljen od aminokiseline glutamin (Q); IP3: Inozitol-1, 4, 5-trifosfat.  

1.2.2.3. Horeja 

 

Horeja je abnormalni poremećaj pokreta gde brzi pokreti nogu i ruku podsećaju na plesanje. 

Horeju karakterišu kratki, poluusmereni, nepravilni pokreti koji nisu ponavljajući ili ritmički već se 

stiče utisak da teku iz jednog mišića u drugi. Najznačajniji klinički entitet kojeg karakteriše horeja je 

Hantingtonova bolest (HB). Pored horeje, klinička slika HB obuhvata kognitivna oštećenja i 

psihijatrijske poremećaje (Huntington 1872). HB je autozomno dominantno oboljenje uzrokovano 

ekspanzijom CAG ponovaka u genu HTT koja kodira abnormalno dug niz poliglutamina u proteinu 

hantingtin (MacDonald 1993). Osobe sa 40 i više CAG ponovaka imaju punu penetrantnost, sa 

obrnutom korelacijom između broja ponovaka i godina početka bolesti. Osobe sa brojem ponovaka 

između 36 i 39 imaju nekompletnu penetrantnost, što znači da neće sve individue sa ovim brojem 

ponovaka razviti HB u toku svog života. Genetički modifikatori i faktori okruženja, a ne samo broj 

CAG ponovaka, doprinose tome kada će se razviti oboljenje (Gusella et al., 2014), tako da početak 

bolesti kod osobe ne može da se predvidi samo na osnovu broja ponovaka. Kod adulta sa horejom, 

posle HB, drugi najčešći uzrok horeje su ekspanzije u genu C9ORF72 (Hensman et al., 2014). Na 

trećem mestu je spinocerebelarna ataksija tip 17 (Stevanin et al., 2003).  

Među drugim genetičkim kliničkim entitetima koji se karakterišu prisustvom horeje kod adulta 

su: HB slična bolest tip 2 (engl. HD Like, HDL2), neuroakantocitotični sindromi, neurodegeneracija 

povezana sa akumulacijom gvožđa u mozgu (engl. Neurodegeneration with Brain Iron Accumulation 1, 

NBIA) i druge. Kada je horeja prisutna kod dece, uzroci su najčešće: horeatetoična cerebralna paraliza, 

benigna hereditarna horea, Vilsonova bolest, metabolički poremećaji i drugi, sa odgovarajućom 

genetičkom etiologijom. 
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Detaljan prikaz gena asociranih sa naslednom horejom dat je u tabeli 1.4. 

Brojne studije su se bavile prevalencijom HB u svetu i procenjena je globalna prevalencija od 5,5 

na 100000, uz veliki stepen heterogenosti među studijama (Baig et al., 2016). 

Osim genetičkih, postoje i drugi (stečeni) uzroci horeje koji obuhvataju strukturne lezije mozga, 

metaboličke i endokrine faktore, infekcije, autoimuna i paraneoplastična oboljenja itd.  

 

Tabela 1.4: Geni povezani sa naslednim horejama. Modifikovano prema Marras et al., 2016 

Gen Oboljenje Fenotip Nasleđivanje Reference 

HTT HB Horeja, demencija, psihijatrijska oboljenja AD The Huntington's Disease 

Collaborative Research Group, 

1993 

PRNP HDL1 Horeja, demencija, napadi AD Laplanche et al., 1999 

JPH3 HDL2 Horeja, kognitivni poremećaj AD Margolis et al., 2001 

NKX2­1 Nasledna benigna horeja Horeja atetoza, globalni zaostanak u 

razvoju 

AD Breedveld et al., 2002 

VPS13A Neuroakantocitoza horeja, distonija, parkinsonizam AR Rampoldi et al., 2001; Ueno et 

al., 2001 

XK MekLeod sindrom Horeja, psihijatrijski poremećaji X vezano Ho et al., 1994 

FTL neuroferitinopatija Horeja, distonija, parkinsonizam AD Curtis et al., 2001 

ADCY5 ADCY5 diskinezija Diskinezija lica, mioklonus, horeja AD Chen et al., 2012 

HPRT Lesch-Nyhan sindrom Distonija, horeja, balizam X vezano Gibbs and Caskey 1987 

ACAT1 Deficijencija Mitohondriajlne 

acetoacetil-CoA tiolaze 

Distonija, horeja AR Fukao et al., 2001 

GCDH Glutarična acidurija tip 1 Distonija, horeja, parkinsonizam AR Biery et al., 1996 

MUT Metilmalonična acidurija Distonija, horeja, ataksija AR Jansen and Ledley 1990 

PCCA/PCCB Propionična acidurija Distonija, horeja AR Richard et al., 1997 

C9ORF72 ALS Horeja, distonija mioklonus, parkinsonizam AD Renton et al., 2011 

TBP SCA17, HDL4 Horeja AD Koide et al., 1999 

ATN1 DRPLA Horeja, mioklonus, parkinsonizam, 

demencija 

AD Koide et al., 1994 

CP Aceruloplazminemija Distonija, ataksija, horeja AR Harris et al., 1995 

DCAF17 Woodhouse-Sakati sindrom Horeja, gluvoća, napadi AR Alazami et al., 2008 

PANK2 PKAN Horeja, parkinsonizam, psihijatrijski 

poremećaji 

AR Hartig et al., 2011 

ALS­Amiotrofična lateralna skleroza; HDL­Hantingtonovoj bolesti slično oboljenje (engl. HD­like); 

SCA17­Spinocerebelarna ataksija tip 17; DRPLA­dentatorubropalidoluzijanska atrofija; PKAN­neurodegeneracija 

povezana sa pantotenat kinazom; CoA­koenzim A; HB­Hantingtonova bolest; AD­autozomno dominantno; AR­autozomno 

recesivno 
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Kada je u pitanju pristup genetičkom testiranju kod bolesnika obolelih od različitih vrsta 

poremećaja pokreta, uglavnom se genetički uzrok potraži u najčešćim genima uzročnicima pre nego se 

pristupi analizi šireg panela gena. Tako npr. kod bolesnika sa atakasijom i horejom koristi se 

kvantitativni PCR (engl. Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction, QF-PCR) i fragment 

analiza da se ispita prisustvo mikrosatelitskih ekspanzija, odnosno najčešćih patoloških varijanti kod 

ovih grupa oboljenja, u sledećim genima: ATXN1, ATXN2, ATXN3, CACNL1A4, ATXN7, FXN, HTT, 

DRPLA, JPH3 i TBP (Illarioshkin et al., 1995; Platonov et al., 2004). Dalje, kod bolesnika sa PB 

ispituje se prisustvo najčešćih patoloških varijanti u genu GBA (p.N370S i p.L444P) i varijante 

p.G2019S u genu LRRK2 (Illarioshkin et al., 2007) metodom sekvenciranja po Sangeru ili upotrebom 

druge metode kao što je PCR u realnom vremenu (engl. Real Time Polymerase Chain Reaction, RT-

PCR). Skrining patoloških varijanti u genima PINK1, SNCA, ATP13A2, LRRK2, PARK2 i PARK7 

dopunjuje se primenom MLPA metode (engl. Multiplex Ligation Probe Analysis, MLPA) zbog 

detekcije velikih duplikacija i delecija u navedenim genima. 

Sve je više zastupljena analiza većeg broja gena kao prvog koraka u genetičkoj dijagnostici 

oboljenja, čime se zaobilaze ciljane metode analize određenog ili nekoliko gena. Ovoj mogućnosti 

doprinosi ubrzan razvoj metodologije koji je praćen i bioinformatičkim razvojem u analizi podataka  

(Clark et al., 2018). 

 

 

1.3. Specifičnosti i novine u molekularno genetičkoj dijagnostici kognitivnih 

poremećaja i poremećaja pokreta 
 

Postavljanje genetičke dijagnoze za nedijagnostikovane retke neurodegenerativne bolesti kroz 

otkrivanje novih varijanti i gena vezanih za oboljenje ima veliki klinički značaj. Dok porodična istorija 

može biti od pomoći za uspostavljanje dijagnoze, negativna porodična istorija ne mora da isključi 

mogućnost postojanja genetičkog oboljenja, što ukazuje na važnost genetičkog testiranja svih 

bolesnika, čak i u sporadičnim slučajevima.  

 Pozitivna genetička osnova u bolesnika bez obolelih srodnika može se objasniti smrću srodnika 

pre početka simptoma, nepotpunom penetrantnošću genskih patoloških varijanti ili ukoliko je varijanta 

nastala de novo. Dakle, u nekim slučajevima neurodegenerativne bolesti imaju jasnu pozitivnu 

porodičnu anamnezu što ukazuje na genetičku osnovu date bolesti. Posledično nasleđivanje bolesti 

može biti autozomno dominantno, autozomno recesivno, X vezano i mitohondrijalno.  

Rana i precizna klinička dijagnoza kognitivnih poremećaja i poremećaja pokreta je važna za 

sagledavanje prognoze i toka bolesti, usmeravanje genetičkih testiranja a posebno je važna u svetlu 

mogućnosti etiopatogenetskog lečenja.  

U procesu genetičkog testiranja neophodno je izabrati metodu testiranja po meri bolesnika, 

odnosno onu kojom će se dobiti najbrži i najpouzdaniji rezultati.  

 

1.3.1. Dijagnostički genetički testovi  

 

Dijagnostički genetički testovi predstavljaju važan segment postavljanja dijagnoze za datog 

bolesnika.  

Testovi za analizu hromozoma detektuju promene koje uključuju prisustvo viška ili manjka 

čitave kopije hromozoma (trizomije ili monozomije), potom duplikacije i delecije većih delova 

hromozoma, hromozomske rearanžmane (translokacije). Određena genetička stanja su povezana sa 
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promenama na hromozomima i ovakvi testovi se izvode kod ispitanika kod kojih postoji sumnja na ova 

oboljenja. 

Genetički testovi analiziraju sekvencu molekula DNK u cilju detekcije varijante koja uzrokuje 

oboljenje ili povećava rizik za bolest. Ovi testovi su relativno finansijski zahtevni i zahtevaju dosta 

vremena da se urade. Stoga se izvode kasnije u dijagnostičkom procesu, kada klinički pregledi i drugi 

testovi ukažu da se najverovatnije radi o patološkoj varijanti u genu koja je uzrok date bolesti. Mnogi 

neurološki fenotipovi su genetički heterogeni; formirani su brojni dijagnostički algoritimi jer je 

testiranje svih gena povezanih sa datom bolesti zahtevno (Li 2012). Imajući u vidu složenost navedenih 

analiza, brojni bolesnici sa genetičkim neurološkim oboljenjima ostaju bez svoje dijagnoze, čak i kada 

je bolest uzrokovana patološkim varijantama u poznatim genima.  

U zavisnosti od vrste genetičke promene primenjuju se odgovarajuće metode analize. Tako, za 

ispitivanje ekspanzija mikrosatelitskih ponovaka koji su uzročnici brojnih oboljenja najčešće se koristi 

fragment analiza, repeat-primed PCR (RP-PCR) i Southern blot koji omogućava detekciju širokog 

opsega veličina ekspanzija (Petronis et al., 1996). Dalje, kvantitativne metode poput Real Time PCR-a 

našle su primenu u detekciju genskih duplikacija i delecija (npr. kod polineuropatija) (Bjelica et al., 

2021). Pored toga, MLPA metodom je omogućena detekcija duplikacija i delecija čitavih egzona gena  

karakterističnih za npr. PB (Janković et al., 2018). Kao metoda za ispitivanje prisustva promena u 

sekvenci gena danas se široko primenjuje sekvenciranje DNK. 

 

1.3.1.1. Metode sekvenciranja DNK molekula 
 

Određivanje redosleda nukleotida u DNK molekulu je proces koji se naziva DNK sekvenciranje. 

S obzirom na raznovrsnu genetičku osnovu neurodegenerativnih poremećaja, molekularno genetička 

analiza ima za cilj da identifikuje odgovorni gen i detektuje patološku varijantu. To čini 

neurodegenerativne bolesti dobrim kandidatima za analizu metodom sekvenciranja DNK. Genetički 

testovi za detekciju uzročnih varijanti i postavljanje genetičke dijagnoze su neophodni kod aficiranih 

individua ili kod onih sa rizikom za oboljevanje.  
 

1.3.1.1.1. Metoda sekvenciranja po Sangeru 

 

Više od četiri decenije koristi se metoda sekvenciranja DNK po Sangeru, koja predstavlja prvu 

generaciju automatizovanog sekvenciranja. Odlikuje se izvanrednom preciznošću, ali se može primeniti 

na segmente relativno male dužine (ispod 1000 baznih parova). To je čini pogodnom za analizu samo 

pojedinačnih gena ili delova gena (Sanger et al., 1977). S obzirom da je ova metoda finansijski i 

vremenski zahtevna (Neveling et al., 2013), postepeno je zamenjuju savremenije, brže i efikasnije 

metode za sekvenciranje više lokusa istovremeno, metode nove generacije sekvenciranja (engl. Next 

Generation of Sequencing, NGS). Međutim, sekvenciranje po Sangeru smatra se i dalje neophodnim u 

molekularno dijagnostičkim laboratorijama i mnogi genetički testovi se izvode upravo ovom metodom. 

Npr. potvrda nalaza dobijenog NGS-om, ciljana analiza gena u porodicama kada je poznat genetički 

uzrok bolesti, odnosno utvrđivanja statusa nosioca i porekla varijante (nasleđena ili de novo), kada se 

radi o određenoj, specifičnoj uzročnoj varijanti ili samo jednom genu itd.  
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1.3.1.1.2. Metode nove generacije sekvenciranja 

 

Za razliku od sekvenciranja po Sangeru, NGS tehnologija, koja predstavlja drugu generaciju 

sekvenciranja, omogućava istovremenu analizu većih celina nasledne osnove. NGS se zasniva na 

paralelnoj analizi velikog broja segmenata DNK (masovno paralelno sekvenciranje) i potom 

bioinformatičkom povezivanju dobijenih podataka (Xue et al., 2015). Osnovne karakteristike druge 

generacije sekvenciranja su: (1) paralelno generisanje miliona kratkih sekvenci, (2) ubrzanje procesa 

sekvenciranja u poređenju sa prvom generacijom, (3) redukovani troškovi sekvenciranja i (4) podaci 

koji se dobijaju ovakvim vidom sekvenciranja su direktno detektovani bez potrebe za elektroforezom 

(Ansorge 2009; Diamandis 2009; Zhang et al., 2011).  

S druge strane, njegove mane su da tačnost rezultata varira između 93% i 99%, pa je takve nalaze 

neophodno potvrditi metodom sekvenciranja po Sangeru. Pored toga, NGS-om se dobijaju i 

dvosmisleni rezultati koji su teški za interpretaciju u poređenju sa testiranjem jednog gena. Za 

interpretaciju dobijenih podataka koriste se vodiči odnosno preporuke za interpretaciju i klasifikaciju 

varijanti kako bi se utvrdio patološki značaj detektovane genske varijante. Najčešće se koriste 

preporuke publikovane u saradnji između Američkog koledža za medicinsku genetiku i asocijacije za 

molekularnu patologiju (ACMG/AMP). Na osnovu dostupnih podataka o detektovanoj varijanti i 

prema preporukama ACMG/AMP varijante u sekvenci se klasifikuju u pet kategorija: 1) patogene, 2) 

verovatno patogene, 3) varijante nejasnog značaja (engl. Variants of Uncertain Significance, VUS), 4) 

verovatno benigne i 5) benigne (Richards et al., 2015).  

Težini interpretacije i klasifikacije varijanti doprinose upravo VUS varijante za koje ne postoji 

dovoljno dokaza kako bi se svrstale u patološke ili u benigne. S obzirom da se NGS­om analizira veći 

broj gena istovremeno, povećan je rizik za otkrivanjem jedne ili više VUS varijanti. U slučaju kada su 

dostupni članovi porodice obolelog za analizu ili čak ako postoje uslovi za funkcionalne studije, značaj 

VUS varijanti se može razjasniti. U suprotnom, detektovanje VUS varijanti ili bilo koji drugi nejasan 

genetički nalaz mogu rezultovati u povećanju dileme za genetički savet. Detektovanje druge definitivno 

patogene varijante u genu asociranom sa bolešću smanjuje, ali ne isključuje šansu da je ta VUS 

asocirana sa datom bolesti. Ova komplikacija potiče od retkog otkrića da patološke varijante u dva 

različita gena mogu koegzistirati kod iste osobe. Primeri ovoga su C9ORF72/GRN, C9ORF72/MAPT, 

C9ORF72/SQST1, C9ORF72/TARDP (van Blitterswijk et al., 2013; Almeida et al., 2016; Origone et 

al., 2015).  

Trenutno postoje različiti pristupi sekvenciranju nove generacije. Jedan od njih se bazira na 

detekciji pirofosfata koji se otpuštaju pri svakoj ugradnji nukleotida u novi sintetički lanac DNK (tzv. 

pirosekvenciranje). Za razliku od toga, razvijena je i tehnologija sekvenciranja koja se bazira na 

sekvenciranju ligacijom (Shendure et al., 2005), a nešto kasnije uspostavljena je metoda sekvenciranja 

koja se bazira na detekciji jona vodonika koji se otpušta u toku procesa sekvenciranja (Rothberg et al., 

2011). Naposletku, jedna od korišćenijih metoda jeste metoda sekvenciranja sintezom (Shendure and Ji 

2008; Balasubramanian 2015).  

Postoje tri glavne strategije primene NGS-a za analizu DNK u humanoj i medicinskoj genetici: 1) 

sekvenciranje celog genoma (engl. Whole Genome Sequencing, WGS), 2) sekvenciranje celog egzoma 

(engl. Whole Exome Sequencing, WES) i 3) sekvenciranje odabranog seta/panela gena (Foo et al., 

2012). Brza otkrića gena uključenih u Mendelovske tj. monogenske bolesti korišćenjem, pre svega, 

WES-a, pružila su nove mogućnosti za dijagnostičko genetičko testiranje (Bamshad et al., 2011). 

 

 

 



18 
 

1.3.1.1.2.1. Sekvenciranje celog genoma 
 

Sekvenciranje celog genoma (engl. Whole Genome Sequencing, WGS) podrazumeva 

sekvenciranje svih delova genoma (~90%) (Clark et al., 2018). Prednost ovog pristupa je svakako to da 

se ovom metodom dobija ogromna količina podataka skladištena ne samo u protein - kodirajućim 

regionima gena i njihovim okolnim sekvencama, već i u drugim regionima. Tako dobijamo podatke i o 

intronskim varijantama i o varijantama u nekodirajućim RNK. Nedostaci ovog pristupa bi pre svega 

bili zahtevna bioinformatička obrada dobijenih podataka i njihovo skladištenje, kao i veći utrošak 

finansijskih resursa. Veza između protein - nekodirajućih delova genoma i bolesti nije uvek poznata. 

Stoga je i interpretacija dobijenih podataka veliki izazov. Međutim, vremenom, sposobnost 

interpretacije dubokih intronskih varijanti i drugih nekodirajućih varijanti će rasti, povećavajući stopu 

korišćenja sekvenciranja celog genoma u odnosu na druge strategije sekvenciranja.  

WGS postaje sve zastupljenija metoda u genomskoj medicini, odnosno koristi se kao dodatni 

korak u rutinskoj dijagnostici nakon dobijanja negativnih rezultata sekvenciranja čitavog egzoma. Tako 

je jedna nedavno sprovedena studija pokazala korisnost ove metode kod bolesnika sa 

nedijagnostikovanom genetičkom osnovom bolesti gde je postignut prinos od 20% (Bergant et al., 

2021). Čak je nedavnim istraživanjem sugerisano da se kod bolesnika kod kojih postoji visoka sumnja 

na genetički uzrokovano oboljenje u prvom koraku izvrši sveobuhvatna WGS analiza (Clark et al., 

2018).  

 

1.3.1.1.2.2. Sekvenciranje celog egzoma 

 

Sekvenciranje celog egzoma (engl. Whole Exome Sequencing, WES) podrazumeva sekvenciranje 

skoro svih kodirajućih delova genoma sa graničnim intronskim sekvencama (približno 20000 gena) 

(Clark et al., 2018). Sekvenciranjem celog egzoma kod bolesnika sa različitim monogenskim bolestima 

u nekoliko studija od 25-45% bolesnika je dobilo genetičku dijagnozu (Lee et al. 2014; Soden et al. 

2014; Farwell et al. 2015).  

WES se najčešće primenjuje kada se sumnja na genetički heterogena oboljenja (tj. kada postoji 

više odgovornih gena za jedan fenotip) kao što su mentalni i neurorazvojni poremećaji, epilepsija, 

mišićna distrofija, ataksija, neuropatija, gluvoća. Do 85% uzročnih varijanti kod monogenskih bolesti 

detektuje se u okviru kodirajućih sekvenci genoma (Gilissen et al., 2012). Glavna mana WES-a je 

nedovoljna pokrivenost određenih regiona usled prisustva ponovljenih sekvenci, bogatog GC sadržaja 

gde se, kao posledica tehničkih ograničenja ove metode, mogu propustiti brojne uzročne varijante 

(Zhang et al., 2011; Biesecker et al., 2011). Primena WES-a u dijagnostičke svrhe je u stalnom porastu, 

uz ograničenje koje se odnosi na troškove analize, vreme koje se utroši na analizu kao i potrebu 

skladištenja ogromne količine podataka (Reale et al., 2018). 

 

1.3.1.1.2.3. Sekvenciranje odabranog seta/panela gena 

 

Sekvenciranje odabranog seta/panela gena omogućava ciljanu analizu grupe gena, najčešće 

povezanih sa određenim fenotipovima. Ovakve panele odlikuje lakša bioinformatička obrada podataka, 

bolja pokrivenost sekvenciranih fragmenata kao i niži troškovi analize u odnosu na sekvenciranje 

čitavog genoma i egzoma. Moguće je nabaviti komercijalne panele za analizu gena uključenih u 

patogenezu specifičnih grupa bolesti ili dizajnirati panele koji uključuju samo specifične gene od 

interesa (engl. custom panel). U poslednje vreme u praktičnoj primeni u medicini se afirmisao panel 
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koji sadrži kodirajuće regione 4813 gena sa graničnim intronskim sekvencama, a to su geni koji su 

direktno povezani sa određenim kliničkim fenotipovima. Ovaj panel poznat je kao medicinski egzom, 

Mendeliom ili klinički egzom, što jasno govori o njegovom značaju za kliničku praksu (Okazaki et al., 

2016; Pajusalu et al., 2018; de Koning et al., 2015). Takođe, danas je poznata i proširena verzija ovog 

panela koja sadrži 6794 gena. Upotrebom panela klinički egzom detektuju se pojedinačne nukleotidne 

varijante (engl. Single Nucletide Variant, SNV), kao i male insercije i delecije i varijante u mestu za 

iskrajanje introna u ispitivanom genomu (Bamshad et al., 2011; Biesecker and Green 2014). U 

primerima kada je klinička slika bolesnika kompleksna i odlikuje se atipičnim simptomima i 

nepotpunom penetrantnošću, sekvenciranje panela klinički egzom bi bio posebno uspešan pristup 

(Maver et al., 2016). Razlog tome je što se kod takvih slučajeva standardno izvodi veliki broj 

genetičkih testova pre postavljanja definitivne dijagnoze jer je teško odabrati konkretan manji genski 

panel.  

Pokazano je da se efikasnije i preciznije detektovanje potencijalno uzročnih genskih varijanti 

postiže primenom virtualnih subpanela (u okviru panela od 4813 gena) koji se konstruišu prema 

fenotipskim karakteristikama (Okazaki et al., 2016; Pajusalu et al., 2018), pri čemu se koriste HPO 

termini za fenotipske abnormalnosti povezane sa bolestima kod ljudi (Maver et al., 2016). HPO baza je 

formirana tako da u sebi ima liste fenotipskih karakeristika i gena uzročnika povezanih sa svakom od 

njih (https://hpo.jax.org/app/) (Robinson and Mundlos 2010). Ovime je omogućena fleksibilnost u 

uključivanju i onih gena koji imaju minimalno preklapanje sa fenotipskom prezentacijom bolesnika 

(Maver et al., 2016). U skladu sa navedenim, detaljan i informativan izveštaj kliničkog genetičara 

predstavlja temelj uspešne analize sekvenciranja panela klinički egzom. Pored toga, važan aspekat čini 

i bioinformatička obrada podataka pomoću dostupnih platformi i alata za analizu. Završni korak NGS 

analize čini interpretacija značaja detektovane genske varijante, koja se postiže primenom široko 

upotrebljavanih preporuka i standarda za interpretaciju varijanti (Richards et al., 2015).  

U poređenju sa sekvenciranjem celog genoma i egzoma, sekvenciranje panela klinički egzom ima 

niz prednosti. Najpre, zbog manjih troškova sekvenciranja čini se prihvatljivim za manje genetičke 

centre, potom lakša bioinformatička obrada podataka kao i njihova interpretacija, manja verovatnoća 

detekcije slučajnih nalaza (Okazaki et al., 2016; Pajusalu et al., 2018). Sekvenciranje panela klinički 

egzom se danas koristi u brojnim genetičkim centrima i brojnim studijama je pokazana upotreba ovog 

panela u dijagnostici različitih oboljenja. Istraživanjima su dobijene stope detekcije uzročnih varijanti 

od 36% kod bolesnika sa epilepsijom (Yang et al., 2014) dok je kod bolesnika sa neuromišićnim 

bolestima postignuta znatno veća stopa od 62,9% (Börklü-Yücel et al., 2020). Ipak, dodatne studije su 

neophodne kako bi podržale njegovu upotrebu u dijagnostici neurodegenerativnih oboljenja koja se 

manifestuju kognitivnim poremećajima i poremećajima pokreta.  

U tabeli 1.5 dat je prikaz poređenja osnovnih karakteristika navedenih pristupa za sekvenciranje 

prve i druge generacije koji se koriste u dijagnostičkim i istraživačkim laboratorijama širom sveta. 
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Tabela 1.5: Poređenje metoda za sekvenciranje DNK u molekularno genetičkoj dijagnostici 

Metod/pristup Region od 
interesa 

Pokrivenos
t gena od 

interesa 

Tehnička 
zahtevnost 

Detekcija 
VUS 

Indikacije za korišćenje 

Sekvenciranje 

jednog gena 

Jedan gen Odlična Većinski 

dostupno, niska 

cena 

Moguće Potvrda nalaza dobijenog NGS-

om, segregacione analize, kada 

se radi o određenoj, specifičnoj 

uzročnoj varijanti ili 

pojedinačnom genu od interesa 

Sekvenciranje 

odabranog 

seta/panela 

gena 

Nekoliko 

gena do 

stotinak gena 

Duboka 

pokrivenost 

kodirajućih 

regiona 

Uglavnom 

dostupno 

većini 

dijagnostičkih 

laboratorija 

Varijabilno (u 

zavisnosti od 

broja gena) 

Genetička heterogenost 

Sekvenciranje 

celog egzoma 

Približno 

20000 gena 

Različita 

pokrivenost 

protein 

kodirajućih 

gena 

Neophodna 

veća ulaganja u 

opremu 

Uglavnom se 

detektuju, 

često u 

kodirajućim 

regionima 

Genetička, klinička heterogenost, 

atipične prezentacije bolesti 

Sekvenciranje 

celog genoma 

Ceo genom Relativno 

uniformna 

pokrivenost 

celog 

genoma 

Neophodna 

velika ulaganja 

u opremu 

Detektuju se i 

u kodirajućim 

i u 

nekodirajući

m regionima 

Genetička, klinička heterogenost, 

atipične prezentacije bolesti, 

kada su uzročne varijante u 

nekodirajućim regionima ili kada 

su mogući veći strukturni 

rearanžmani  

 

 

1.3.1.1.3. Treća i četvrta generacija sekvenciranja 

 

Druga, nova generacija sekvenciranja (NGS) je unela revoluciju u analizu DNK sekvence i za 

sada je najkorišćenija i najšire zastupljena metoda. Međutim, razvile su se i treća i četvrta generacija 

sekvenciranja koje karakteriše lakša priprema uzoraka bez potrebe za PCR-om, odnosno znatno je 

kraće vreme za izvođenje čitavog procesa pripreme biblioteke u poređenju sa NGS-om. Dodatno, treća 

generacija sekvenciranja proizvodi dugačke sekvence (engl. reads), odnosno nizove nukleotida 

dobijene sekvenciranjem, duge do nekoliko kilobaza što prevazilazi problem poravnjavanja sa 

referentnim genomom i pogrešnog čitanja regiona sa ponovljenim sekvencama, gde greške bivaju 

uvedene PCR-om. 

Treća generacija sekvenciranja podrazumeva dva glavna pristupa: 1) sekvenciranje jednog 

molekula u realnom vremenu (engl. Single Molecule Real Time, SMRT) gde se ugradnja nukleotida 

detektuje u realnom vremenu (Eid et al., 2009, Korlach et al., 2010). Proces se odvija u specifičnim 

dubljim minijaturnim prostorima za detekciju svetlosti (engl. Zero Mode Waveguide, ZMW) i zasniva 

se na detekciji fluoroboje koja se otpušta prilikom sekvenciranja. U ovom slučaju DNK matrica je 

kružna što omogućava polimerazi, koja je smeštena na dno, da sekvencira čitav lanac DNK čime se 
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dobijaju dugačke sekvence, kao i antisens lanac; 2) razvijena je i metoda za sekvenciranje jednog 

molekula koja koristi proteinske nanopore kroz koje prolazi jednolančana DNK. Prilikom prolaska 

DNK molekula kroz poru detektuju se razlike u varijacijama jonske struje koje se beleže u realnom 

vremenu i interpretiraju u cilju očitavanja sekvence (Mikheyev and Tin 2014). Uz svu naprednost oba 

pristupa, za sada ipak nije postignuta preciznost čitanja sekvenci kao kod druge generacije 

sekvenciranja. Ovim metodama dobija se nivo grešaka od oko 6-9% (Dealahaye and Nicolas 2021). 

Takođe, finansijska ulaganja u formiranje biblioteke i celokupan proces izvođenja su zahtevna, 

posebno za manje genetičke centre.  

Širenje znanja u oblasti molekularne biologije i dijagnostike praćeno je ubrzanim razvojem 

metodologije u ovim oblastima. Tako se razvila i četvrta generacija sekvenciranja koja se bazira na 

principima druge generacije i podrazumeva sekvenciranje jednog molekula in situ (engl. In Situ 

Sequencing, ISS), odnosno direktno u uzorku tkiva (Ke et al., 2013). Bazira se na korišćenju 

specifičnih proba (engl. padlock probing) (Banér et al., 1998), formiranju kružnih produkata (Nilsson 

et al., 1994) i sekvenciranju ligacijom (Shendure et al., 2005) iRNK u uzorcima tkiva. Ovim se 

dobijaju podaci o genskoj ekspresiji koji se koriste za profilisanje različitih ćelijskih tipova. Stoga, ovaj 

pristup može u budućnosti biti značajan za sekvenciranje uzoraka tkiva i biti korišćen u dijagnostičke 

svrhe (Ke et al., 2016). 

 

U Srbiji do sada nije analiziran genetički profil bolesnika sa poremećajima pokreta i kognitivnim 

poremećajima analizom panela klinički egzom i stoga bi definisanje genomskog profila ovih bolesnika 

doprinelo uspostavljanju novih genetičkih dijagnostičkih testova u Srbiji. Ovakvi testovi bi posledično 

doprineli i boljem razumevanju kompleksnih fenotipova bolesnika sa ovim oboljenjima. 

 

 

 

 

 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5111608/#humu23051-bib-0021
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2. CILJEVI 

 

 
Definisani su sledeći ciljevi ovog istraživanja: 

 

1. Utvrđivanje distribucije i spektra patoloških varijanti u genima asociranim sa 

neurodegenerativnim bolestima koje se manifestuju motornim i kognitivnim poremećajima; 

2. Korelisanje genotipa bolesnika sa njihovim fenotipom; 

3. Unapređenje postojećih i uspostavljanje novih algoritama za genetičko testiranje bolesnika sa 

neurodegenerativnim bolestima u populaciji Srbije; 

4. Povezivanje niza programa, tj. uspostavljanje sopstvenog toka rada za bioinformatičku 

obradu podataka. 
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3. MATERIJAL I METODE 
 

3.1. Materijal 
 

 

Eksperimentalni deo ove doktorske teze urađen je u laboratoriji za molekularnu i genetičku 

dijagnostiku neuroloških oboljenja Klinike za neurologiju, Univerzitetskog kliničkog centra Srbije u 

Beogradu. U istoj laboratoriji urađen je jedan deo analize dobijenih podataka, a drugi deo je izveden u 

saradnji sa Centrom za mendelovsku genomiku, Kliničkog instituta za medicinsku genetiku iz 

Ljubljane. 

Za potrebe analiza u okviru ove doktorske disertacije korišćen je hospitalni registar Klinike za 

neurologiju, UKCS, Beograd, sa kliničkim podacima o bolesnicima i dijagnozom postavljenom od 

strane lekara specijaliste neurologije. Klinička dijagnoza je postavljena nakon detaljnih neuroloških i 

biohemijskih ispitivanja kao i radioloških snimaka mozga, prema odobrenim nacionalnim i 

međunarodnim smernicama. 

U studiju je uključeno ukupno 57 bolesnika sa retkim neurodegenerativnim bolestima. Od tog 

broja, 15 bolesnika su sa kognitivnim poremećajima i 42 bolesnika (36 nesrodnih i 3 para srodnih 

bolesnika) su sa dijagnozom različitih neurodegenerativnih bolesti koje se manifestuju poremećajima 

pokreta. Za procenu mentalnog statusa kod bolesnika sa poremećajima pokreta i kognitivnim 

poremećajima korišćena je mala skala za procenu mentalnog statusa (engl. Mini mental state 

examination, MMSE). Detaljan pregled broja bolesnika prema kliničkim dijagnozama je dat u tabeli 

3.1.  

 

Tabela 3.1: Pregled broja bolesnika prema kliničkoj dijagnozi 

Poremećaji pokreta (broj bolesnika) Kognitivni poremećaji (broj bolesnika) 

Distonija (ukupno 18) 

-izolovana (6) 
-kombinovana (10) 
-kompleksna (2) 
Ataksija (16) 
PB/parkinsonizam (4) 
HSP (2) 
Horea (2) 
 

AB ranog početka (8) 
FTD (ukupno 6) 
-bvFTD (2) 
-FTD sa parkinsonizmom (2) 
-agPPA (1)  
BKP (1)  

HSP-hereditarna spastična paraplegija, PB-Parkinsonova bolest, AB-Alchajmerova bolest, FTD-frontotemporalna 

demencija, bvFTD-bihevioralna varijanta FTD-a, agPPA-agramatička primarna progresivna afazija, BKP-blagi kognitivni 

poremećaj 

 

Bolesnici su izabrani ukoliko su ispunjavali jedan ili nekoliko sledećih kriterijuma:  

 

1. Da prethodno primenjeni standardni genetički testovi dostupni na Neurološkoj klinici, UKCS, 

Beograd, Srbija, nisu identifikovali uzročnu gensku varijantu (Prilog 8.2);  

2. Da su sa pozitivnom porodičnom istorijom bolesti;  

3. Da su sa ranom prezentacijom simptoma;  
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4. Sa fenotipom koji sugeriše genetičku heterogenost i/ili ne odgovara bilo kojem tipičnom 

kliničkom obliku neurodegenerativne patologije (složeni fenotipovi, kombinacija više 

sindroma); 

5. I/ili da genetička osnova može da uključuje specifične gene koji su nepogodni za rutinsku 

dijagnostiku (npr. veliki broj egzona, vrlo retke uzročne varijante). 

 

Najveći broj bolesnika (52) je upućeno sa Klinike za Neurologiju, UKCS, Beograd, tri bolesnika 

su upućena sa Klinike za neurologiju i psihijatriju za decu i omladinu, Beograd, a dva bolesnika su 

upućena sa Instituta za zdravstvenu zaštitu majke i deteta Srbije “Dr Vukan Čupić”, Beograd. Po 

potrebi, u ispitivanje su bili uključeni i članovi porodice obolelog, čiji uzorci DNK su se koristili za 

segregacione analize. Ukupno je testran 21 srodnik. Kontrolnu grupu je činilo 200 uzoraka zdravih 

ispitanika. 

Studija je odobrena od strane Etičkog komiteta Univerzitetskog Kliničkog centra Srbije, Beograd, 

Srbija (odluka br. 402/6 od 30.1.2020.) (Prilog 8.1). Svaki bolesnik ili imenovani staratelj dali su 

pismeni pristanak za učešće u istraživanju i objavljivanju rezultata. 

 

3.2. Metode 
 

Svim bolesnicima, nakon potpisanog informisanog pristanka, uzorkovano je 5 ml periferne krvi. 

Kao antikoagulans korišćeni su Na-citrat ili EDTA, a uzorci krvi su skladišteni na -20 °C. 

Za potrebe genetičkih analiza iz uzoraka periferne krvi izolovana je DNK. Izolacija DNK vršena 

je primenom modifikovane metode isoljavanja ("salting out") po Mileru (Miller et al., 1988). 

 

3.2.1. Metoda isoljavanja ("salting out") po Mileru 

 

Metodom isoljavanja po Mileru dobija se izolovana DNK visokog kvaliteta. Sastav pufera koji se 

koriste za isoljavanje po Milerovoj metodi je dat u tabeli 3.2, a sama procedura se sastojala od nekoliko 

koraka: 

 

1. Uzorak od 5-10 ml venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat, EDTA) se pomeša sa istom 

količinom pufera za lizu i 15 do 20 minuta inkubira na 4 0C.  

2. Potom se centrifugira 15 min na 2000 obrtaja, supernatant se odbaci, a talog se resuspenduje u 

5-10 ml fiziološkog pufera.  

3. Uzorak se potom centrifugira 15 min na 2000 obrtaja. Ispiranje u fiziološkom puferu i 

centrifugiranje se ponavlja 2-3 puta dok talog ne pobeli.  

4. Nakon poslednjeg "ispiranja" supernatant se odbaci, a talogu doda 3 ml pufera A, 50 μl 10% 

proteinaze K i 200 μl 10% SDS (Na- dodecisulfat).  

5. Uzorak se zatim resuspenduje i inkubira preko noći na 37 0C.  

6. Sledećeg dana se doda 1ml 6 M NaCl, dobro promućka i centrifugira 15 minuta na 3000 

obrtaja. 

7. Supernatant se prenosi u čistu epruvetu i centrifugira 15 minuta na 4000 obrtaja.  

8. Supernatant se pažljivo preliva u čistu graduisanu epruvetu, a zatim se doda isti volumen 

izopropanola. 

9. Pažljivim izvrtanjem epruvete izdvaja se beličasti končić DNK. 

10. DNK se pažljivo pokupi staklenim štapićem i potopi 30 sekundi u 70 % etanolu.  
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      11. Nakon toga, DNK se osuši na vazduhu i zatim rastvori u 300 μl redestilovane vode.  

 

Tabela 3.2: Sastav pufera  korišćenih za isoljavanje DNK iz periferne krvi metodom po Milleru.  

Pufer za lizu* Fiziološki pufer  Pufer A TE pufer 

0.32 M SAHAROZA       0,075 M NaCl          10 mM TRIS HCl# 10 mM TRIS HCl# 

10 mM TRIS HCl# 0,025 M EDTA pH 8    400 ml NaCl         1mM EDTA 

1% TRITON x 100  2 mM EDTA          

5 mM MgCl2    

*Autoklavirati i čuvati na +4 0C, # pH 7.5 

3.2.2. Određivanje koncentracije i kvaliteta izolovane genomske DNK  

 

Određivanje koncentracije genomske DNK vršeno je metodom fluorometrije na aparatu Qubit® 

3.0 Fluorimeter uz pomoć Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific, SAD) kita. Metoda 

fluorometrije se zasniva na detektovanju fluorescentne boje specifične za molekul od interesa (DNK, 

RNK ili protein). Fluorescentne boje emituju svetlost samo kada su vezane za molekul od interesa.  

Korišćenjem Qubit™ dsDNA HS Assay Kit kita meri se koncentracija isključivo dvolančane DNK i to 

u rasponu od 10 pg/µl do 100 ng/µl. 

Određivanje koncentracije i kvaliteta izolovane genomske DNK se vršilo u nekoliko koraka:  

 

1. U prvom koraku fluorometrijskog određivanja koncentracije pripremaju se razblaženja za svaki 

uzorak DNK u redestilovanoj vodi u razmeri 1:10; 

2. Zatim se priprema radni rastvor mešanjem 199 µl QubitTM dsDNA HS pufera i 1 µl 

fluorescentne boje (QubitTM dsDNA HS Reagent) za svaki mereni uzorak ili standard;  

3. Zatim se u zasebne Qubit Assay tubice sipa po 1 µl DNK razblaženja čiju koncentraciju 

određujemo, a u dve tubice se sipa po 10 µl QubitTM dsDNA HS Standarda #1, odnosno 

Standarda #2; 

4. Zatim se u svaku tubicu doda 199 µl, odnosno 190 µl radnog rastvora, da bi ukupna zapremina 

u svakoj tubici iznosila 200 µl;  

5. Ovako pripremljene smeše se kratko vorteksuju i inkubiraju 2 min na sobnoj temperaturi;  

6. U poslednjem koraku, Qubit fluorometar se podesi za merenje koncentracije dvolančane DNK 

korišćenjem dsDNA HS Assay kita i zatim se najpre očitaju koncentracije standarda #1 i #2, a 

potom i DNK uzoraka.   

  

3.2.3. Metoda nove generacije sekvenciranja 

 

Kod odabranih bolesnika sa retkim neurodegenerativnim oboljenjima uključenih u ovu studiju 

korišćena je NGS metoda za postavljanje genetičke dijagnoze. Ova metoda omogućava precizno, 

masivno, paralelno sekvenciranje velikog broja DNK fragmenata u kratkom vremenskom periodu. Za 

izvođenje NGS metode korišćen je TruSight One Sequencing Panel (Illumina, SAD) koji obuhvata 

kodirajuće regione sa graničnim intronskim sekvencama 4813 klinički relevantnih gena (~ 62.000 

egzona). Ovi geni su povezani sa različitim bolestima koje su opisane u online dostupnim bazama 

podataka: DECIPHER (Firth et al., 2009) (https://decipher.sanger.ac.uk), ClinVar (Landrum et al., 
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2020) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), OMIM (Hamosh et al., 2005) (www.omim.org) i 

HGMD (Stenson et al., 2003) (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Upotrebom ovog panela detektuju se 

pojedinačne nukleotidne varijante, kao i male insercije i delecije u ispitivanoj DNK.  
 

Metoda NGS-a obuhvata tri glavna koraka: 

 

1) Priprema uzoraka i formiranje biblioteke DNK 

2) Reakcija sekvenciranja na aparatu MiSeq 

3) Analiza i interpretacija dobijenih rezultata sekvenciranjem 

 

3.2.3.1. Priprema uzoraka i formiranje biblioteke DNK 

 

Priprema DNK uzoraka bolesnika pre formiranja biblioteke DNK podrazumeva normalizaciju 

izolovanih uzoraka DNK na koncentraciju od 10 ng/µl, a zatim razblaživanje na 5 ng/µl u finalnoj 

zapremini od 10 µl Tris-HCl (10 mM, pH 8,5). Formiranje biblioteke DNK podrazumeva pravljenje 

biblioteke fragmenata DNK za grupe od po tri uzorka što je vršeno prema protokolu proizvođača 

(https://support.illumina.com/) upotrebom Reagent Kit V3 (Illumina, SAD).  

Priprema biblioteke se sastoji od nekoliko faza. Prva faza podrazumeva fragmentisanje genomske 

DNK uz pomoć transpozoma gde se istovremeno na dobijene DNK fragmente dodaju adapteri (Nextera 

tehnologija) (slika 3.1, A). U sledećim koracima se vrši precipitacija, pa zatim PCR amplifikacija 

ovako dobijenih fragmenata. U toku PCR amplifikacije se na sekvence adaptera dodaju sekvence 

indeksa na oba kraja fragmenata (slika 3.1, B). Prilikom formiranja biblioteke indeksi 1 (i7) i 2 (i5) se 

kombinuju tako da sva tri uzorka u jednoj biblioteci sadrže isti indeks 2 a različite indekse 1.  

Po završetku PCR amplifikacije koncentracija svakog uzorka se meri metodom fluorometrije na 

Qubit® 3.0 fluorimetru, primenom Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific, SAD) 

kako je prethodno opisano, pa se zatim uzorci spajaju u jedinstvenu biblioteku.  

U sledećem koraku vrši se obogaćivanje biblioteke koje podrazumeva da se uz pomoć 

streptavidinskih kuglica i biotinilovanih proba specifičnih za željene fragmente genomske DNK, ovi 

fragmenti izdvajaju iz reakcije. Poslednji korak podrazumeva umnožavanje ovako obogaćene 

biblioteke (slika 3.1, C). 

Za validaciju, odnosno merenje koncentracije dobijene finalne biblioteke korišćen je Qubit® 3.0 

Fluorimeter i Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific, SAD) kako je napred opisano. 

Prosečna dužina fragmenata biblioteke određena je pomoću instrumenta Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies, SAD). 
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Slika 3.1: Shematski prikaz procedure formiranja biblioteke DNK za metodu nove generacije 

sekvenciranja. Slika adaptirana prema URL: chrome-

extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/viewer.html?pdfurl=https%3A%2F%2Fwww.illumina.

com%2Fcontent%2Fdam%2Fillumina%2Fgcs%2Fassembled-assets%2Fmarketing-

literature%2Fillumina-dna-prep-for-enrichment-770-2020-010%2Fillumina-dna-prep-enrichment-data-

sheet-770-2020-010.pdf&clen=405835&chunk=true 
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3.2.3.1.1. Određivanje prosečne dužine fragmenata  

 

Da bi se što preciznije odredila koncentracija finalne biblioteke u nanomolima (nM) pored 

merenja koncentracije fluorometrijskom metodom, neophodno je odrediti i prosečnu dužinu fragmenata 

biblioteke.  

Određivanje prosečne dužine fragmenata biblioteke vršeno je uz pomoć Agilent DNA High 

Sensitivity Assay kita na aparatu Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, SAD). Pri radu se koristi 

High Sensitivity DNA čip (Agilent Technologies, SAD) koji se sastoji od 16 bunarića ukupno (11 na 

koje se nanose uzorci, jedan na koji se nanosi marker za dužinu fragmenata i četiri na koje se nanosi 

samo smeša gela i boje), a rezultati se obrađuju u softveru 2100 Expert v2.8 (Agilent Technologies, 

SAD). Očekivana distribucija fragmenata DNK je u opsegu veličine od ~300 bp do ~1000 bp.  

Procedura se sastoji od nekoliko koraka: 

 

1. Najpre se na čip model nanese 350 µl redestilovane vode za ispiranje kapilara na apartu; 

2. Potom se napravi smeša od 15 µl boje i 300 µl gela koja se vorteksuje 10 minuta na 6000 rpm; 

3. Potom se čip postavi u svoj nosač za koji je zakačen špric; 

4. Potom se nanese 9 µl smeše boje i gela u bunarić označen simbolom G, nosač čipa se zaklopi i 

špric spusti do sive zakočice na nosaču. To će poslužiti kao potisak da se smeša ravnomerno  

rasporedi u čipu; 

5. Nakon toga, otvori se nosač čipa i naliva se 9 µl smeše boje i gela u ostala tri bunarića 

poslednjeg reda čipa obeleženih sa G; 

6. Potom se nanosi 5 µl High Sensitivity DNA markera u preostalih 12 bunarića, a onda i 1 µl 

High Sensitivity DNA ledera u bunarić obeležen simbolom ledera; 

7. Najzad, nanose se uzorci u zapremini od 1µl u bunariće za uzorke i tako pripremljeni čip se 

vorteksuje 1 minut na 2000 rpm; 

8. Za to vreme izvadimo čip model iz aparata da se kapilare suše na vazduhu; 

9. Na kompjuteru pokrenemo softver 2100 Expert, izaberemo esej HS DNA assay i upisujemo 

redom uzorke kako smo ih nanosili na čip; 

10. Postavimo čip sa uzorcima u aparat i pokrenemo esej. 

 

Kada se dobiju podaci o koncentraciji biblioteke u ng/µl i prosečnoj dužini fragmenata u baznim 

parovima pristupa se računanju finalne koncentracije biblioteke u nanomolima, pri čemu se koristi 

sledeća formula: 

 

            (koncentracija biblioteke u ng/µl)                          x 106 = koncentracija biblioteke u nM 

  (660 g/mol x prosečna dužina biblioteke)       

 

Dalje, biblioteka se razblažuje u Resuspension puferu (Resuspension Buffer, Reagent Kit V3, 

Illumina, SAD) do finalne koncentracije od 12 pM u volumenu od 600 µl. U postupku razblaživanja 

DNK fragmenti se denaturišu u HiDiTM formamidu. Ovako pripremljena biblioteka se zatim nanosi na 

kartridž za sekvenciranje (Illumina, SAD).  

 

3.2.3.2. Reakcija sekvenciranja nove generacije 

 

Reakcija sekvenciranja u okviru NGS metode je sekvenciranje sintezom (engl. Sequencing By 

Synthesis, SBS) i zasniva se na upotrebi fluorescentno obeleženih nukleotida. Vršena je u aparatu 
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Illumina MiSeq (Illumina, SAD) a fragmenti su sekvencirani u 151 ciklusu sa oba kraja (engl. paired-

end sequencing). 

Reakcija sekvenciranja odvija se na površini protočne ćelije (engl. flow cell) na kojoj se nalaze 

kovalentno vezani oligonukleotidi. Oligonukleotidi su komplementarni sekvencama adaptera koji su 

tokom formiranja DNK biblioteke dodati na krajeve svih DNK fragmenata. Kada se DNK biblioteka 

nanese na protočnu ćeliju, dolazi do komplementarnog sparivanja oligonukleotida, i samim tim 

vezivanja DNK fragmenata za površinu protočne ćelije (slika 3.2, A). U sledećem koraku  fragmenti 

molekula DNK klonalno se amplifikuju u modifikovanom izotermalnom PCR-u koji se naziva bridge-

PCR (Adessi et al., 2000; Fedurco et al., 2006) tokom koje se molekuli DNK savijaju i formiraju most 

sa susednim oligonukleotidom na površini protočne ćelije (slika 3.2, B). Ovaj proces omogućava 

formiranje više od 50 miliona pojedinačnih klastera koji sadrže više od hiljadu kopija klonalno 

amplifikovanih molekula DNK na površini protočne ćelije. Nakon toga dolazi do denaturacije klastera 

kako bi se obezbedila jednolančana DNK matrica za koju će se vezati prajmer za sekvenciranje. 

Tokom svakog ciklusa sekvenciranja, klonalno amplifikovani klasteri izlažu se DNK polimerazi i 

mešavini od četiri nukleotida od kojih je svaki obeležen jedinstvenom fluorescentom bojom. Nukleotidi 

su modifikovani na 3'-kraju grupom koja onemogućava nastavak procesa sinteze, tkz. reverzibilni 

terminatori. Time se obezbeđuje ugradnja samo jednog nukleotida u svakom ciklusu sekvenciranja. Na 

kraju svakog ciklusa očitava se fluorescentni signal za svaki klaster, a zatim se uklanjanja fluorescentni 

marker i grupa za terminaciju na ugrađenom nukleotidu. Na taj način rastući lanac se regeneriše za 

naredni ciklus dodavanja nukleotida (slika 3.2, C).  
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Slika 3.2: Reakcija sekvenciranja sintezom na protočnoj ćeliji. Modifikovano prema Mardis et al., 

2008. 
 

Nakon završetka reakcije sekvenciranja vrši se provera kvaliteta reakcije na samom aparatu. 

Kvalitet sekvenciranja prikazan je kao Q vrednost koja predstavlja procenat ugradnje ispravnog 

nukleotida. Optimalna vrednost kvaliteta sekvenciranja iznosi više od 99,9% (Q30), što znači da je 1 nt 

od 1000 nt pogrešno ugrađen u rastući lanac. 
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3.2.3.3. Analiza i interpretacija rezultata dobijenih sekvenciranjem 

 

Analiza i interpretacija podataka dobijenih NGS-om sastojale su se od primarne, sekundarne i 

tercijarne analize (Shema 3.1). 

Primarna analiza podrazumeva pretvaranje sirovih podataka u obliku signala dobijenih posle 

sekvenciranja na MiSeq aparatu u nukleotidne sekvence fragmenata, formirajući tako FASTQ fajlove. 

Sekundarna analiza podrazumeva poravnanje dobijenih kratkih sekvenci sa referentnim 

genomom (hg19) pri čemu se formiraju BAM (engl. Binary Alignment Map, BAM) fajlovi, a zatim i 

pozivanje detektovanih varijanti, pri čemu se formiraju VCF (engl. Variant Call Format, VCF) fajlovi. 

Ovaj nivo analize se vršio na dva načina. U prvom načinu sekundarna analiza je vršena direktno na 

apartu Illumina Miseq gde su FASTQ fajlovi prevođeni u BAM i VCF fajlove. Potom su VCF fajlovi 

preuzimani sa aparata i analizirani pomoću softvera Variant Studio v3 (Illumina, SAD) (Shema 3.1, A). 

U drugom načinu, FASTQ fajlovi su preuzimani direktno sa aparata MiSeq i njihova dalja obrada 

je vršena uz pomoć niza algoritama za obradu podataka koji su serijski povezani (tok rada) razvijenog 

na Institutu za medicinsku genomiku, UKCLJ, Ljubljana (Maver et al., 2016 i Bergant et al., 2018) 

(Shema 3.1, B). Osnovni koraci ovakve analize podrazumevali su poravnjavanje sekvenci prema 

humanom referentnom genomu hg19, koristeći Burrows-Wheeler Aligner, potom uklanjanje duplikata 

sekvenci koristeći Pickard MarkDuplicates, a zatim rekalibraciju osnovnog skora kvaliteta, pozivanje 

varijanti (engl. variant calling), rekalibraciju skora kvaliteta varijanti i filtriranje varijanti koristeći 

elemente GATK (engl. Genome Analysis ToolKit, GATK) platforme koja se sastoji od kompleta 

bioinformatičkih alata za obradu podataka (DePristo et al., 2011). 

Tercijarna analiza podrazumeva anotaciju i interpretaciju dobijenih varijanti. Ovaj nivo analize je 

takođe vršen na dva načina. U prvom načinu, VCF fajlovi su anotirani i interpretirani u softveru 

Variant Studio v3 (Shema 3.1, A). U drugom načinu, varijante su anotirane koristeći vTools i 

ANNOVAR softvere (Wang and Hakonarson 2010; San Lucas et al., 2012) (Shema 3.1, B). Strategija 

za tumačenje podataka prvenstveno se zasnivala na formiranju subsetova gena na osnovu termina  

humane fenotipske ontologije (engl. Human Phenotype Ontology, HPO) (Maver et al., 2016). Za 

svakog bolesnika je prema njegovim fenotipskim karakteristikama pravljena podgrupa gena, odnosno 

za analizu su odabirani oni geni koji su u literaturi povezani sa datim fenotipskim karakteristikama. U 

tu svrhu korišćeni su HPO termini za fenotipske abnormalnosti povezane sa bolestima ljudi 

(https://hpo.jax.org/app/). Za procenu učestalosti detektovanih genskih varijanti u našoj populaciji 

korišćena je baza podataka dostupna u našoj laboratoriji. Informacije o učestalosti varijanti u drugim 

populacijama i na globalnom nivou je zasnovano na podacima prikupljenim u gnomAD projeku 

(Karczewski et al., 2020). Za procenu značaja detektovanih genskih varijanti korišćena je dostupna 

literatura, in silico predikcioni softveri i baze podataka genomskih varijanti. 

Genske varijante od značaja su one sa učestalošću manjom od 1% u našoj i globalnoj populaciji,  

varijante opisane kao patogene i/ili verovatno patogene u ClinVar (Landrum et al., 2020), LOVD 

(Fokkema et al., 2011), HGMD (Stenson et al., 2003) bazama podataka ili su objavljene u literaturi, 

varijante sa sprovedenim funkcionalnim studijama, varijante sa ubedljivim kvalitetom sekvenciranja 

(≥10 očitavanja za homozigote i ≥20 očitavanja za heterozigote) koje su detektovane u genima koji 

odgovaraju datom fenotipu. Uklapanje u poznati model nasleđivanja je takođe bilo važno za potvrdu 

patogenosti date varijante.   

Za varijante koje ranije nisu bile prijavljene u bazama podataka ili literaturi, izvršili smo 

prediktivnu in silico analizu novootkrivenih varijanti koristeći CADD (Rentzsch et al., 2021), 

MutationTaster (Schwarz et al., 2010), MetaLR i REVEL softvere. Za analizu efekta genskih varijanti 

na strukturu proteina korišćen je program Polyphen (Adzhubei et al., 2010) 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Za proveru evolutivne konzerviranosti regiona gena u kome je 

došlo do promene korišćen je GERP++ RS (engl. rejected substation) skor (Davydov et al., 2010). 
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Sve potencijalno uzročne varijante smo klasifikovali prema  standardima i smernicama 

Američkog koledža za medicinsku genetiku i genomiku i Udruženja za molekularnu patologiju 

(ACMG/AMP) (Richards et al., 2015). Konkretno, varijante su klasifikovane kao (i) patogene, (ii) 

verovatno patogene, (iii) varijante nejasnog značaja (VUS), (iv) verovatno benigne i (v) benigne.   

Sve značajne varijante identifikovane u ovoj studiji dostavljene su u ClinVar bazu podataka 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) (Landrum et al., 2020) (brojevi podnesaka dati su u tabelama 4.2 

i 4.4). 

 

 
 
 

Shema 3.1: Shematski prikaz bioinformatičke analize podataka.  

3.2.4. Potvrđivanje varijanti detektovanih analizom panela klinički egzom 
 

Sve potencijalno uzročne varijante identifikovane u ovoj studiji smo potvrđivali najpre u 

uzorcima probanda, a potom su rađene i segregacione analize na uzorcima roditelja i srodnika kada je 
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to bilo moguće, kako bi se utvrdilo poreklo detektovane varijante (nasleđena ili de novo), kao i faza 

nasleđivanja (in trans), odnosno utvrđivanje da li su varijante u složenom heterozigotnom stanju. U tu 

svrhu, prvo su umnožavani ciljani regioni gena lančanom reakcijom polimeraze (engl. Polymerase 

Chain Reaction, PCR) (Mullis and Faloona 1987; Saiki et al. 1988), a potom je rađeno i sekvenciranje 

tih regiona metodom direktnog sekvenciranja po Sangeru. Takođe, ovom metodom smo sekvencirali i 

200 zdravih kontrola u cilju procene učestalosti detektovanih varijanti u ovoj populaciji. 

 

3.2.4.1. Umnožavanje odabranih regiona gena – PCR 

 

In vitro umnožavanje egzona gena u kojima su detektovane potencijalno uzročne varijante vršena 

je PCR-om. Za sintezu DNK koristi se termostabilna DNK polimeraza (Taq polimeraza). Specifičnost 

PCR-a obezbeđuju prajmeri, odnosno oligonukleotidi dužine 14-40 nukleotida, koji hibridizuju sa 

komplementarnim sekvencama na DNK molekulu i na taj način ograničavaju segment DNK koji se 

amplifikuje. Svaki ciklus PCR-a se sastoji iz tri koraka: termalna denaturacija, hibridizacija prajmera i 

ekstenzija-sinteza DNK. Nakon poslednjeg ciklusa sledi finalna elongacija da bi se kompletirala sinteza 

parcijalno sintetisanih produkata.  

Prajmeri za umnožavanje ciljanih egzona PCR metodom kreirani su pomoću Primer3 softvera 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3). Njihove sekvence date su u tabeli 3.3.  
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Tabela 3.3: Sekvence prajmera korišćenih za amplifikaciju određenih segmenata gena  

Egzon Oznaka 

prajmeraa 

Sekvenca prajmera Gene Dužina 

produkta 

9 
F 5' attgctaaaaggcatgcaca 3' MFSD8  

229 R 5' GAAAATAACAACGGCTTCAACC 3' 

 intron 7 
F 5' TCGTGTGGATGACTCAGGAA 3' MFSD8  

159 R 5' cccactgtgttgtcctcaga 3' 

6 

F 5' CCAAACTCGGGTGACCATT 3' 

 PDGFB 

 

231 

R  

5' ggaaaaatcctttcccctga 3' 

3 

F 
5' tggggatgccttattgaatgg 3' PANK2 

 

428 

R 
5' cctaacaggttcttgaaggtgt 3' 

6 
F 5'GCACATGGTGCTGTATTTGG 3' PANK2  

233 R 5'CCACAACGAACAAGTCAGCTT 3' 

 

4 
F 5'ATGTCCATGAAGGAGGTGGA 3'  

TUBB4A 

 

237 

R 5'CGTGTACCAGTGCAAGAAGG 3' 

14 F 

 

 

5' ccaaagcttttgtctcatgc 3' 

 

SETX 

 

 

242 

R 5' TTTTCCTGTTCCAGGTGGTC 3' 

 

16 

 

 

F 

 

 

5'gccctagaagcaagggatct 3' 

 

 

 

DCTN1 
 

 

242 

R 5' AAATGAGACGAGGCATGAGC 3' 

8 F 5' caccagttcacctgccattt 3'  

PSEN1 

 

384 

R 5' ccaggaatgctgtgcattta 3' 

5 F 5' ggtgagttggggaaaagtga 3'  

PSEN1 

 

466 

R 5' ttacacatgcacctggcttc 3' 

5 
F 

5' tcactttactccttgtcatctcca 3' 

 

 

OPTN 

 

154 
R 5' GAGCTGCAGTTCAGACACGA 3' 

3 F 5' AGAACCTGACCTGCTTCCC 3'  

ARSA 

 

196 R 5' TACAGGAAGAAGGGGCGATC 3' 

 

4 F 5' CACACCCACTACCCTCAGTT 3' 

 

 

ARSA 

 

163 
R 5' CTGCAGTGAAGATGACCAGC 3' 

a Sa F je označen uzvodni (engl. forward), a sa R nizvodni (engl. reverse) prajmer. 
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Svaki deo gena u kojem je prethodno detektovana potencijalno uzročna varijanta NGS metodom, 

zasebno je amplifikovan. Sastav reakcionih smeša i finalne koncentracije pojedinih komponenti dati su 

u tabeli 3.4. 

 

Tabela 3.4: Komponente PCR-a i njihova finalna koncentracija u reakcionoj smeši. 

Komponente reakcione 

smeše 

Finalna koncentracija 

Protokol A 

Finalna koncentracija 

Protokol A1 

Finalna 

koncentracija 

Protokol B 

PCR buffer* 1x Pufer A 1x Pufer A 1x Pufer B 

10 mM 
dezoksiribonukleotida 
(dNTPs, Thermo Scientific, 

SAD) 

0,2 mM svakog 
nukleotida 

0,2 mM svakog 
nukleotida 

- 

Uzvodni prajmer 0,4 pmol/μl 0,4 pmol/μl 0,4 pmol/μl 

Nizvodni prajmer 0,4 pmol/μl 0,4 pmol/μl 0,4 pmol/μl 

Dimetil sulfoksid (DMSO, 
Thermo Scientific, SAD) 

- 0,5 μl 5% (v/v) - 

Taq polimeraza** 0,4 U 0,4 U 0,5 U 

DNK 20 ng 20 ng 20 ng 

Dejonizovana voda po potrebi po potrebi po potrebi 

Ukupna zapremina 10 μl 10 μl 10 μl 

*Pufer A=10x Dream Taq pufer (tačan sastav pufera nije dostupan, KCl, (NH4)2SO4, 20 mM MgCl2; Thermo Scientific, 

SAD); 

Pufer B=5x MyTaq pufer (5 mM dNTPs, 15 mM MgCl2, stabilizeri i pojačivači; Meridian Bioscience, SAD) 

**DreamTaq polimeraza (20 mM Tris-HCL (pH 8.0), 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM KCl, 0.5% (v/v) Nonidet P40, 

0.5% (v/v) Tween 20 i 50% (v/v) glycerol; Thermo Scientific, SAD) 

MyTaq polimeraza (sastav polimeraze nije dostupan; Meridian Bioscience, SAD) 

 

Po protokolu A pripremana je smeša za egzon 10 gena MFSD8, egzon 6 gena PDGFB i egzon 16 

gena DCTN1, dok je po protokolu A1 pripremena smeša za egzon 4 gena TUBB4A. Po protokolu B je 

pripremana smeša za egzon 3 i 6 gena PANK2, egzon 14 gena SETX, egzon 5 gena OPTN, egzone 3 i 4 

gena ARSA, egzone 5 i 8 gena PSEN1, egzon 20 gena POLG i egzon 8 sa uzvodnom intronskom 

sekvencom gena MFSD8.  

PCR-ovi su izvođeni u mašini Verity® Thermal Cycler (Aplied Biosystems, SAD) u tubicama od 

0,2 ml prema odgovarajućem programu (tabela 3.5). Nakon završetka PCR-a uzorci su čuvani na 4 °C 

do analize. 
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Tabela 3.5: Touchdown PCR program za amplifikaciju kodirajućih regiona ciljanih gena. 

Inicijalna    

denaturacija 

94 oC   5 min 
1 ciklus 

Denaturacija 94 oC   30 s 

10 ciklusa Hibridizacija 65 oC   30 s  

Elongacija 72 oC   45 s 

Denaturacija 94 oC   30 s 

20 ciklusa Hibridizacija 65 oC#   30 s* 

Elongacija 72 oC   60 s 

Denaturacija 94 oC   30 s 

10 ciklusa Hibridizacija 55 oC #  30 s 

Elongacija 72 oC   45 s 

Finalna elongacija 72 oC  10 min 1 ciklus 
# touch down program za intron 8 gena MFSD8 je bio 60 oC -50 oC, a za sve ostale fragmente od interesa je bio 65 oC -55 oC 

* temperatura hibridizacije se snižava za 0,5 oC u svakom narednom ciklusu – touchdown PCR 

 

3.2.4.2. Provera kvaliteta i prečišćavanje produkata PCR-a 
 

Provera specifičnosti i kvaliteta amplifikovanog produkta PCR-a izvršena je elektroforezom na 

2% agaroznom gelu bojenom Midori Green bojom (Nippon Genetics, Nemačka). Provera specifičnosti 

i kvaliteta amplifikovanog produkta PCR-a se sastojala od nekoliko koraka: 

 

1. Najpre se napravi 2% agarozni gel tako što se napravi smeša 2 g agaroze (Serva, Nemačka) i 

100 ml 1x TBE pufera (45 mM Tris-borat, 1 mM EDTA, pH 8.0) i zagreje se do ključanja; 

2. U to se doda Midori green boja u finalnoj koncentraciji od 0,5 µg/ml i ohladi se gel do 40 ˚C; 

3. Ohlađeni gel se nalije u kadicu za elektroforezu i ostavi da polimeriše;  

4. Kada je gel polimerizovan, na njega se nalivaju PCR produkti kao i marker (GeneRuler™ 50 bp 

DNA Ladder, 50-1000 bp, Fermentas, Nemačka) koji se pomešaju sa puferom za nalivanje 

uzoraka (0,25% bromfenolplavo (w/v), 30% glicerol (v/v)) u odnosu 5:1; 

5. Elektroforeza se vrši u 0.5x TBE puferu u trajanju od 15 minuta, pod voltažom od 90 V i na 90 

mA u sistemu za elektroforezu HE 99X MAX Horizontal Submarine (GE Healthcare Bio-

Sciences Corp., SAD); 

6. PCR produkti su vizuelizovani izlaganjem gela UV svetlu na transiluminatoru E-BOX VX5 

(Vilber Lourmat, Francuska). Procena veličine dobijenih fragmenata vršena je poređenjem sa 

DNK standardom za dužinu (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, 50-1000 bp, Fermentas, 

Nemačka). Kvalitet PCR-a ocenjen je kao dobar kada se na gelu uočavao očekivani broj traka 

koje su jasno vidljive i očekivane dužine.  

 

Nakon provere na agaroznom gelu, pristupilo se prečišćavanju produkata PCR-a. Uzorci su 

prečišćavani upotrebom 10 U enzima egzonukleaze (engl. ExonucleaseI, ExoI) (Thermo Scientific, 

SAD) koja uklanja višak prajmera i 2 U termosenzitivne alkalne fosfataze (engl. Thermosensitive 

alkaline phosphatase, FastAP) (Thermo Scientific, SAD) koja uklanja fosfatne grupe sa nukleotida 

ostavljajući ih u obliku nukleozida. Reakcija je pripremana sa 5 µl PCR produkta u koji se dodaje 1,5 

µl smeše ExoI i FastAP u razmeri 1:2. Enzimska reakcija prečišćavanja se izvodi  15 minuta na 37 °C, a 

zatim su enzimi inaktivirani 15 minuta na 80 °C. 
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3.2.4.3. Sekvenciranje metodom po Sangeru 
 

Reakcija sekvenciranja po Sangeru je metod za određivanje nukleotidne sekvence DNK 

molekula. U reakciji sekvenciranja koristi se DNK polimeraza koja vrši sintezu lanaca na osnovu 

komplementarnosti sa DNK matricom tako što ugrađuje nasumično deoksiribonukleotid trifosfate 

(dNTP) i dideoksiribonukleotid trifosfate (ddNTP). ddNTP su fluorescentno obeleženi i na svom 3 ' 

kraju umesto OH grupe imaju vodonik i njihovom ugradnjom onemogućena je dalja reakcija 

polimerizacije. Nakon reakcije sekvenciranja dobija se smeša fragmenata DNK različitih dužina, koji 

na svojim 3' krajevima sadrže bojama obeležene ddNTP. Ovi fragmenti se zatim razdvajaju  kapilarnom 

elektroforezom, gde instrument očitava redosled pojavljivanja fluorescentnih boja i nakon obrade 

podataka dobija se elektroferogram. 

Reakcija sekvenciranja pripremana je upotrebom BigDyeTM Terminator Ready Reaction kita 

(Applied Biosystems, SAD). Smeša za reakciju sekvenciranja pripremana je u zapremini od 10 µl i njen 

sastav je dat u tabeli 3.6. 

 

Tabela 3.6: Sastav smeše za pripremu reakcije sekvenciranja upotrebom BigDye Terminator Ready 

Reaction kita. 

Komponente Količina 

BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

RR-100  

0.5 µl 

BigDyeTM Terminator v1.1, v3.1 5x 

Sequencing Buffer  

1.5 µl 

Prajmer (10 pmola/µl) 0.4 µl 

PCR produkt * 

Dejonizovana voda do 10 µl 
* Količina PCR produkta koja se dodaje je 3-10 ng za PCR produkte od 200-500 bp i 10-40 ng za PCR produkte od 500-

1000 bp. 

 

Reakcija je izvođena u mašini Verity® Thermal Cycler (ApliedBiosystems, SAD) po programu 

koji se sastojao od inicijalne denaturacije 1 minut na 96 oC i 25 ciklusa amplifikacije. Svaki ciklus 

amplifikacije se sastojao od denaturacije 10 s na 96 oC, hibridizacije 5 s na 50 oC i elongacije 4 min na 

60 oC. Nakon završetka amplifikacije uzorci su čuvani na 4 °C. 

Nakon reakcije sekvenciranja, a pre kapilarne elektroforeze, izvršeno je prečišćavanje produkata 

sekvenciranja precipitacijom u etanolu u prisustvu Na-acetata.  

 

3.2.4.3.1. Prečišćavanja produkata reakcije sekvenciranja  
 

Produkti reakcije sekvenciranja su prečišćavani etanol/Na-acetat precipitacijom. U prisustvu soli i 

etanola DNK fragmenti precipitiraju iz vodenog rastvora dok u supernatantu ostaju neugrađeni ddNTP-

ovi, koji se uklanjaju. Preostali talog prečišćenih obeleženih DNK fragmenata rastvara se u 

dejonizovanom formamidu, i denaturiše na visokoj temperaturi. Time se omogućava da DNK fragmenti 

ostanu u jednolančanoj linearnoj formi, što je neophodno da bi se tokom kapilarne elektroforeze 

fragmenti razdvajali prema dužini. Procedura precipitacije sastojala se od nekoliko koraka: 

 

1. U 10 µl produkta reakcije sekvenciranja dodato je 10 µl dejonizovane vode, 2 µl 3M Na-acetata 

i 50 µl 99% etanola. Sve je promešano izvrtanjem tubice i inkubirano 15 minuta na sobnoj 

temperaturi; 



38 
 

2. Uzorak je centrifugiran 15 minuta na 13000 rpm (Centrifuge 5804 R, rotor FA-45-30-11, 

Eppendorf, Nemačka) i nakon toga supernatant je odvađen; 

3. Dodato je 70 µl 70% etanola, uzorak je centrifugiran 10 minuta na 13000 rpm i nakon toga 

supernatant je odvađen; 

4. Precipitat je osušen 2 minuta na 90 oC; 

5. Dodato je 15 µl dejonizovanog HiDiTM Formamide (AppliedBiosystems, SAD), kratko 

vorteksovano i zatim denaturisano 2 minuta na 95 oC; 

6. Uzorci su čuvani na ledu do analize na automatskom sekvenatoru. 

 

3.2.4.3.2. Kapilarna elektroforeza produkata reakcije sekvenciranja 

 

Kapilarna elektroforeza je proces u kome se razdvajaju fragmenti koji se razlikuju u dužini za 

samo jedan nukleotid. Vrši se kroz vrlo tanke kapilare ispunjene polimerom. Prilikom elektroforeze 

kraći fragmenti putuju brže i prvi stižu do kraja kapilare. S obzirom da su fragmenti prethodno 

obeleženi određenim fluorescentnim bojama, prilikom nailaska na laserski zrak, boja emituje svetlost 

talasne dužine karakteristične baš za tu boju koju detektuje CCD kamera (engl. charge-coupled device - 

CCD). Redosled javljanja signala, boja od koje signal potiče i intenzitet signala se pamte u softveru za 

prikupljanje signala.  

Elektroforeza prečišćenih produkata reakcije sekvenciranja vršena je na aparatu ABI3500 

Genetic Analyzer (AppliedBiosystems, SAD). Elektroforeza je vršena na 19,5 kV i 60 °C, injekciono 

vreme je bilo 2 s, a injekciona voltaža 1 kV. Za elektroforezu je korišćen polimer POP7 

(AppliedBiosystems, SAD) i kapilara od 50 cm. Prikupljanje „sirovih“ podataka (engl. Raw data) 

sekvenci kao i kontrola celog procesa automatskog sekvenciranja vršena je uz pomoć Data Collection 

softvera (AppliedBiosystems, SAD). 

 

3.2.4.3.3. Analiza sekvenci dobijenih automatskim sekvenciranjem 

 

Sirovi podaci prikupljeni programom za prikupljanje podataka tokom kapilarne elektroforeze 

obrađeni su u Sequencing Analysis v.4.10.1 softveru (AppliedBiosystems, SAD). Ovako dobijene 

sekvence poređene su sa wt sekvencama koje su preuzete iz Ensembl baze podataka 

(http://www.ensembl.org/index.html) (Howe et al., 2021). Poređenje je vršeno pomoću Sequencher 

4.10.1 Demo softvera (Gene Codes Corporation, SAD).  
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4. REZULTATI 
 

4.1. Demografska i klinička evaluacija ispitanika 
 

U ovo istraživanje je bilo uključeno ukupno 57 bolesnika od kojih su 42 bolesnika sa 

poremećajima pokreta (tri para srodnih bolesnika i 36 nesrodnih bolesnika) a 15 bolesnika sa 

kognitivnim poremećajima. 

Bolesnici ženskog pola (36/57, 63,2%) su bili zastupljeniji u odnosu na muški pol (21/57, 

36,8%). Starost bolesnika je bila od 4 do 70 godina, sa prosečnom starošću od 42 godine. Dominantna 

klinička slika kod bolesnika sa poremećajima pokreta: 

- Distonija 42,9% (18/42) 

- Ataksija 38,1% (16/42) 

- PB/parkinsonizam 9,5% (4/42) 

- Hereditarna spastična paraplegija 4,8% (2/42) 

- Horeja 4,8% (2/42). 

Dominantna klinička slika kod bolesnika sa kognitivnim poremećajima: 

- Alchajmerova bolest ranog početka 53,3% (8/15) 

- Frontotemporalna demencija 40% (6/15) 

- Blagi kognitivni poremećaj 6,7% (1/15). 

Pozitivnu porodičnu anamnezu je imalo 35,1% (20/57) bolesnika. U okviru porodičnih slučajeva 

analizirana su tri para srodnika od kojih su dva para sestra/sestra i jedan par brat/sestra. Za ostale 

familijarne slučajeve, dostupni srodnici su naknadno ciljano analizirani metodom sekvenciranja po 

Sangeru (ukupno 21 srodnik).  Demografski i klinički podaci o bolesnicima uključenim u ovu studiju 

dati su u tabeli 4.1. 

 

Tabela 4.1: Demografski i klinički podaci o bolesnicima uključenim u ovu studiju  

Demografski i klinički podaci  Poremećaji pokreta  Kognitivni poremećaji  

Broj bolesnika  42 (36 nesrodnih i tri para srodnika )  15  

Odnos polova; M:Ž  17:25  4:11  

Prosečna starost, godine  37,1  55,4  

Prosečne godine početka bolesti  26,8 51,5 

M-muško, Ž-žensko 

 

4.2. Rezultati analize panela klinički egzom  
 

U ovoj studiji, upotrebom panela klinički egzom za detekciju genskih varijanti u kodirajućim 

regionima 4813 gena, analizirano je ukupno 57 bolesnika sa retkim neurodegenerativnim oboljenjima. 

Odnosno, analizirano je 42 (36 nesrodnih i tri para srodnika) bolesnika sa poremećajima pokreta i 15 

bolesnika sa kognitivnim poremećajima. Detektovali smo 11 jednonukleotidnih patoloških varijanti 

kod devet bolesnika, čime je postignut ukupan dijagnostički prinos od 16,7%. 
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4.2.1. Identifikovane varijante i stopa detekcije kod bolesnika sa kognitivnim poremećajima  
 

Analizom panela klinički egzom detektovane su 3 uzročne varijante kod 4 bolesnika sa 

kognitivnim poremećajem. Kod preostalih slučajeva sa kognitivnim poremaćajima, uključenih u ovu 

studiju, nisu nađene varijante koje bi opravdale njihovu kliničku sliku i stoga njihova genetička 

dijagnoza za sada ostaje nerazjašnjena. 

4.2.1.1. Patogene i verovatno patogene varijante kod bolesnika sa kognitivnim poremećajima  

 

Uzročna varijanta je detektovana kod četiri od 15 nesrodnih bolesnika sa kognitivnim 

poremećajima, što predstavlja dijagnostički prinos od 26,7%. Detektovane su ukupno tri 

jednonukleotidne varijante od čega su dve varijante promenjenog smisla i jedna varijanta bez smisla 

(engl. nonsense) u dva gena povezana sa retkim neurodegenerativnim oboljenjima. 

Dve varijante su identifikovane u heterozigotnom obliku u genu povezanom sa autozomno 

dominantnim oboljenjem (PSEN1 c.416T>C i PSEN1c.799C>A) dok je jedna varijanta identifikovana 

u homozigotnom stanju u genu povezanom sa autozomno recesivnim oboljenjima (OPTN c.403G>T). 

Dalje, jedna varijanta je nova (PSEN1 c.799C>A), dok su preostale dve varijante prethodno opisane u 

literaturi i/ili su prijavljene u dostupnim bazama podataka. Detaljan prikaz detektovanih uzročnih 

varijanti kod bolesnika sa kognitivnim poremećajima dat je u tabeli 4.2. 

Kod slučajeva sa OPTN homozogotnom varijantom asimptomatski i simptomatski srodnici su bili 

testirani i potvrđena je prisutnost varijante u njihovim uzorcima  (ukupno šest srodnika). Kod 

asimptomatskih srodnika potvrđena je prisutnost varijante u heterozigotnom stanju, a kod jednog 

simptomatskog srodnika potvrđena je prisutnost varijante u homozigotnom stanju.  

Svi bolesnici koji su nosioci navedenih uzročnih varijanti su imali kliničku prezentaciju bolesti u 

skladu sa fenotipom opisanim za dati gen. Glavne kliničke karakteristike ovih bolesnika su prikazane u 

tabeli 4.3 zajedno sa OMIM brojevima (Hamosh et al., 2005) datim za njihovu finalnu genetičku 

dijagnozu postavljenu u ovoj studiji.  

Prema preporukama i standardima Američkog koledža za medicinsku genomiku i Asocijacije za 

molekularnu patologiju sve tri varijante su okarakterisane kao patogene.  
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Tabela 4.2: Detektovane varijante koje predstavljaju verovatni genetički uzrok bolesti kod bolesnika sa kognitivnim poremećajima 
Naziv 

gena 

HGVS Tip 

varijante, 

molekularna 

posledica i 

mesto 

varijante  

Klinička 

značajnost/ 

Klasifikacija 

varijante*  

 

Učestalost 

varijanti 

kod 200 

zdravih 

kontrola iz 

Srbije 

GnomAD 

v2.1 i 3.1 

baze MAF  

 

ClinVar pristupni 

broj #  

 

Teoretske 

predikcije za 

date varijante  

 

Tip 

nasleđivanja/zigotnost  

 

Reference Nova 

varijanta 

 

PSEN1 NM_000021.4, 
c.416T>C, 

p.M139T  

SNV, 
missense, 

egzon  

Patogena-5 0 Nije 
prijavljena 

SCV001478336.1  

 

MutationTaster: 
disease causing, 

CADD: 25.7, 
MetaLR: 

damaging, 
REVEL: 

pathogenic; 
Polyphen: 

probably 

damaging  

AD/het  
 

ClinVar98023;  
HGMD:CM951067; 

LOVD:PSEN1_000247; 
Campion et al., 1995; 

Queralt et al., 2001; 

Lleó et al., 2002; Jin et 

al., 2012; Xiao et al., 
2021 

Ne 

PSEN1 NM_000021.4, 
c.799C>A, 

p.P267T  

SNV, 
missense, 

egzon  

Patogena-5 0 Nije 
prijavljena 

SCV001450773.1  

 

MutationTaster: 
disease causing, 

CADD: 25.7, 

MetaLR: 

damaging, 
REVEL: 

pathogenic; 

Polyphen: 

probably 

damaging  

AD/het  
 

/ Da 

OPTN NM_021980.4, 

c.403G>T, 

p.E135X 

SNV, 

nonsense, 

egzon  

Patogena-5 0 0.0000398  

 

SCV001805843.1  

 

MutationTaster: 

disease causing 

automatic, 
CADD: 35  

AR/hom  

 

ClinVar631627; Müller 

et al., 2018 

 

Ne 

SNV-jednonukleotidna varijanta (engl. single nucleotide variant), AD: autozomno dominantno, AR: autozomno recesivno; het-heterozigot, hom-homozigot; g-godine; 

M-muško, Ž-žensko; *klasifikacija prema smernicama i premorukama ACMG/AMP asocijacije (Richards et al., 2015); #brojevi podnesaka za date varijante deponovane 

u ClinVar bazu podataka; CADD v1.6-predložen cutoff za patogenost je između 10 i 20; MAF- učestalost ređeg alela (engl. minor allele frequence) 
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Tabela 4.3: Kliničke karakteristike bolesnika sa kognitivnim poremećajima i pozitivnim genetičkim 

nalazom 
Br. 

bolesnika 

HGVS Starost, 

g; Pol  

 

Klinička slika 

bolesnika sa 

patološkom 

varijantom u 

datom genu 

Završna dijagnoza Porodična istorija 

bolesti 

 

1 PSEN1:NM_000021.4, 

c.416T>C, p.M139T 

49; Ž Demencija Alchajmerova bolest 

ranog početka 
(OMIM:607822) 

 

Pozitivna 

2 PSEN1:NM_000021.4, 

c.799C>A, p.P267T 

66;M Demencija, 

anksioznost, 

vrtoglavica, 

promene u 

ponašanju 

Alchajmerova bolest 

ranog početka 

(OMIM:607822) 

 

Pozitivna 

3 OPTN:NM_021980.4, 

c.403G>T, p.E135X 

56; Ž 

 

Demencija, 

kvadriplegija, 

afazija, 

Frontotemporalna 

demencija 

(OMIM:613435) 

 Pozitivna 

4 OPTN:NM_021980.4, 

c.403G>T, p.E135X 

54; Ž 

 

Demencija, 

afazija, 

disfagija, 

depresija 

Frontotemporalna 

demencija 

(OMIM:613435) 

Pozitivna  

g-godine; M-muško, Ž-žensko 

 

4.2.1.1.1. Opisi slučajeva sa patogenim i verovatno patogenim varijantama  

4.2.1.1.1.1. Prikaz bolesnika sa c.416T>C PSEN1 varijantom 
 

Bolesnik br. 1 je ženskog pola, starosti 49 godina. Postavljena joj je dijagnoza Alchajmerove 

bolesti ranog početka, međutim njena detaljna klinička slika nam nije bila dostupna. U porodičnoj 

anamnezi ima dosta obolelih srodnika u tri generacije (dva ujaka, dve tetke, majka i baka po majci) sa 

dijagnozom Alchajmerove bolesti ranog početka. Svi navedeni članovi porodice su preminuli i njihova 

klinička slika nam nije dostupna, kao ni uzorci za molekularno-genetičku analizu. 

Analizom panela klinički egzom detektovana je poznata patogena jednonukleotidna heterozigotna 

missense varijanta p.Met139Thr (c.416T>C, NM_000021.4) u egzonu 5 gena PSEN1. 

Varijanta je potvrđena u uzorku probanda metodom sekvenciranja po Sangeru (slika 4.1).  
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Slika 4.1: Elektroferogramski prikaz heterozigotne c.416T>C varijante u genu PSEN1. 

4.2.1.1.1.2. Prikaz bolesnika sa c.799C>A PSEN1 varijantom 
 

Bolesnik br. 2 je muškog pola, starosti 66 godina. Prvi znak bolesti je ispoljio kada je imao 52 

godine u vidu kognitivnog pogoršanja. Tada mu je postavljena klinička dijagnoza Alchajmerove bolesti 

ranog početka. U poslednjih nekoliko godina doživeo je značajno oštećenje pamćenja, anksioznost, 

vrtoglavicu, drhtanje ruku i celog tela i promene u ponašanju. Njegov otac i sestra su oboleli od 

demencije i umrli sa 65, odnosno 62 godine (njihova klinička slika nam nije dostupna, kao ni uzorci za 

molekularno-genetičku analizu).  

Analizom panela klinički egzom detektovana je nova patogena jednonukleotidna heterozigotna  

missense varijanta p.Pro267Thr (c.799C>A, NM_000021.4) u egzonu 8 gena PSEN1. Varijanta je 

potvrđena u uzorku probanda metodom sekvenciranja po Sangeru (slika 4.2). 

 

 
Slika 4.2: Elektroferogramski prikaz heterozigotne c.799C>A varijante u genu PSEN1. 

4.2.1.1.1.3. Prikazi bolesnika sa c.403G>T OPTN varijantom  
 

Bolesnik br. 3 je ženskog pola, starosti 56 godina. Pokazala je prve znake bolesti u svojoj 54 

godini kada je primetila česte padove bez gubitaka svesti i slabost nogu, kao da je vukla levu nogu, 

koja je brzo napredovala, što je rezultiralo kvadriplegijom. Pored toga, pogoršao se njen govor i 

kognitivne sposobnosti. MMSE 13/30. Postavljena joj je klinička dijagnoza frontotemporalne 

demencije. Ima pozitivnu porodičnu istoriju bolesti, odnosno imala je dva brata sa simptomima 

demencije, afazije i kvadriplegijom. Oba brata su preminula u svojim pedesetim godinama. Njihovi 

uzorci DNK nam nisu bili dostupni za analizu. 

Analizom panela klinički egzom detektovana je poznata patogena jednonukleotidna homozigotna 

nonsense varijanta p.Glu135X (c.403G>T, NM_021980.4) u egzonu 5 gena OPTN.  

Varijanta je najpre potvrđena u uzorku probanda metodom sekvenciranja po Sangeru (slika 4.3). 

Potom su analizirani uzorci petoro asimpromatskih članova porodice gde je pokazano da su svi 

heterozigotni nosioci date varijante u genu OPTN. 
 

Bolesnik br. 4 je ženskog pola, starosti 54 godine. Njena klinička slika se karakteriše afazijom, 

zaboravom, disfagijom, depresijom. Na poslednjem pregledu pre tri godine nije mogla sama da hoda. 

Postavljena joj je klinička dijagnoza agramatičke forme primarno progresivne afazije.  

Analizom panela klinički egzom detektovana je poznata patogena jednonukleotidna homozigotna 

nonsense varijanta p.Glu135X (c.403G>T, NM_021980.4) u egzonu 5 gena OPTN.  
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 Varijanta je najpre potvrđena u uzorku probanda metodom sekvenciranja po Sangeru. Potom  je 

testirana njena 50-godišnja sestra kojoj je postavljena klinička dijagnoza amiotrofične lateralne 

skleroze. Njena klinička slika se odlikuje spastičnim dizartričnim govorom, spastičnom paraparezom 

hoda. Sekvenciranjem po Sangeru utvrđeno je da je i ona nosilac iste homozigotne OPTN varijante.  

 

 
Slika 4.3: Elektroferogramski prikaz homozigotne c.403G>T varijante u genu OPTN.  
 

4.2.2. Identifikovane varijante i stopa detekcije kod bolesnika sa poremećajima pokreta  
 

Analizom panela klinički egzom detektovano je osam uzročnih varijanti kod pet bolesnika sa 

poremećajem pokreta. Pored toga, detektovane su tri VUS varijante kod tri bolesnika i jedna 

heterozigotna varijanta u genu koji je povezan sa autozomno recesivnim oboljenjem kod jednog para 

srodnika. Kod preostalih slučajeva sa poremećajima pokreta, uključenih u ovu studiju, nisu nađene 

varijante koje bi opravdale njihovu kliničku sliku i stoga njihova genetička dijagnoza za sada ostaje 

nerazjašnjena. 

 

4.2.2.1. Patogene i verovatno patogene varijante kod bolesnika sa poremećajima pokreta  
 

Detektovan je verovatni genetički uzrok kod pet nesrodnih bolesnika sa poremećajima pokreta, 

što predstavlja dijagnostički prinos od 12,8%. Otkriveno je osam različitih jednonukleotidnih varijanti 

u pet različitih gena povezanih sa retkim neurodegenerativnim oboljenjima. Od tih osam, sedam je 

missense varijanti a jedna je u mestu splajsovanja (engl. splice site). 

Jedna varijanta je nađena u heterozigotnom obliku u genu povezanom sa autozomno 

dominantnim oboljenjem (TUBB4A c.1174T>C). Sedam varijanti je locirano u genima povezanim sa 

autozomno recesivnim oboljenjima, gde je šest varijanti nađeno u složenom heterozigotnom stanju 

(MFSD8 c.923A>G/c.754+2T>A, PANK2 c.1583C>T/c.1213T>G i ARSA c.763G>A/ c.542T>G), a 

jedna u homozigotnom obliku (SETX c.5825T>C). Dalje, tri varijante su nove (TUBB4A c.1174T>C, 

MFSD8 c.923A>G i PANK2 c.1213T>G), dok su ostale varijante prethodno opisane u literaturi i/ili su 

prijavljene u dostupnim bazama podataka. Detaljni podaci o detektovanim patogenim i verovatno 

patogenim varijantama prikazani su u tabeli 4.4.   
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Tabela 4.4: Detektovane varijante koje predstavljaju verovatni genetički uzrok bolesti kod bolesnika sa poremećajima pokreta 
Naziv 

gena 

HGVS  Tip 

varijante, 

molekularna 

posledica i 

mesto 

varijante  

 

Klinička 

značajnost/ 

Klasifikacija 

varijante*  

 

Učestalost 

varijanti 

kod 200 

zdravih 

kontrola 

iz Srbije 

GnomAD 

v2.1 i 3.1 

baze MAF  

 

ClinVar pristupni 

broj #  

 

Teoretske predikcije za date 

varijante  

 

Tip 

nasleđivanja 

/zigotnost  

 

Reference Nova 

varijanta 

TUBB4A NM_001289123.1; c.1174T>C, 

p.F392L 

SNV, 

missense, 

egzon  

 

Verovatno 

patogena-4  

 

0 Nije 

prijavljena 

SCV001366277.2  

 

MutationTaster: disease 

causing, CADD: 26.2, 

MetaLR: damaging, REVEL: 

pathogenic; Polyphen: 

probably damaging  

 

AD/het  

 

/  

 

Da 

MFSD8 NM_001371596.2, 

c.923A>G,p.Y308C / c.754+2T>A  

 

SNV, 

missense, 

egzon / 

SNV, splajs 

mesto, 

intron  

 

Verovatno 

patogena-4 / 

patogena-5 

 

0 0.000003980 

/0.00001064  

 

SCV001367704.2 

/SCV001368442.2 

MutationTaster: disease 

causing, CADD: 23.2, 

MetaLR: tolerated, 

REVEL:benign; Polyphen: 

probably damaging 

/MutationTaster: disease 

causing, CADD: 33 

 

AR/složeni 

het  

 

/ 

/LOVD:MFSD8_000002; 

HGMD:CS073501; 

ClinVar65897; 

Baralle and Baralle, 

2005; Siintola et al., 

2007; Kousi et al., 2012; 

Maggi et al., 2021 

Da / Ne 

PANK2 NM_153638.3; c.1583C>T, 

p.T528M / c.1213T>G, p. Y405D  

 

SNV, 

missense, 

egzon / 

SNV, 

missense, 

egzon  

 

Patogena-5 

/ patogena-5  

 

0 0.00001414 

/nije 

prijavljena 

SCV001481972.1 

/SCV001468673.1  

 

MutationTaster: disease 

causing automatic, CADD: 

26.7, MetaLR: damaging, 

REVEL: benign; Polyphen: 

possibly damaging 

/MutationTaster: disease 

causing, CADD: 22, MetaLR: 

damaging, REVEL: 

pathogenic; Polyphen: 

probably damaging 

AR/složeni het ClinVar4556; 

HGMD:CM014249; 

Zhou et al., 2001; 

Hayflick et al., 2003; 

Hartig et al., 2006; Wu 

et al., 2013; Paraskevas 

et al., 2017 

Ne / Da 

SETX NM_015046.6; c.5825T>C, 

p.I1942T  

 

SNV, 

missense, 

egzon  

 

Verovatno 

patogena-4  

 

1 0.00001195  

 

SCV001479302.1  

 

MutationTaster: disease 

causing, CADD: 26.1, 

MetaLR: damaging, REVEL: 

pathogenic; Polyphen: 

probably damaging 

AR/hom  

 

LOVD:SETX_000103; 

ClinVar807687; 

HGMD:CM169967; 

Brugger et al., 2014; 

Laššuthová et al., 2016; 

Marelli et al., 2016 

Ne 

ARSA NM_000487.6; 

c.763G>A,p.E255K 

/c.542T>G,p.I181S  

 

SNV, 

missense, 

egzon / 

SNV, 

missense, 

egzon  

 

Patogena-5 

/ patogena-5  

 

0 0.000003983 

/0.0002903  

 

SCV001832551.1 

/SCV001837608.1  

 

MutationTaster: disease 

causing automatic, CADD: 

26.9, MetaLR: damaging, 

REVEL: pathogenic; 

Polyphen: probably 

damaging /MutationTaster: 

disease causing automatic, 

CADD: 25.8, MetaLR: 

damaging, REVEL: 

pathogenic; Polyphen: 

probably damaging 

AR/složeni 

het 

 

LOVD:ARSA_000021; 

ClinVar3091; 

HGMD:CM024340; 

Regis et al., 2002; Grossi 

et al., 2008; Biffi et al., 

2008 

/LOVD:ARSA_000115; 

ClinVar3057; 

HGMD:CM910051; 

Berger et al., 1997; 

Ługowska et al., 2005; 

Luzi et al., 2013; Cesani 

et al., 2016; Stoeck et 

al., 2016; Beerepoot et 

al., 2020 

Ne / Ne 

SNV-jednonukleotidna varijanta (engl. single nucleotide variant), AD: autozomno dominantno, AR: autozomno recesivno; het-heterozigot, hom-homozigot; 

*klasifikacija prema smernicama i preporukama ACMG/AMP asocijacije (Richards et al., 2015); #brojevi podnesaka za date varijante deponovane u ClinVar bazu 

podataka; CADDv1.6-predložen cutoff za patogenost je između 10 i 20; MAF- učestalost ređeg alela (engl. minor allele frequence) 
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Kod slučajeva sa PANK2 i MFSD8 varijantama, uzorci oba roditelja oba probanda su bili ispitani 

sekvenciranjem po Sangeru. Utvrđeno je prisustvo varijanti u heterozigotnom obliku kod svakog 

roditelja. Time je potvrđeno prisustvo varijanti kod oba probanda u složenom heterozigotnom stanju. 

Za ostale slučajeve, uzorci roditelja nisu bili dostupni za analizu. Međutim, kod dva slučaja  (slučajevi 

sa SETX i TUBB4A varijantama) srodnici su bili testirani (ukupno sedam srodnika). 

Svi bolesnici koji su nosioci navedenih uzročnih varijanti su imali kliničku prezentaciju bolesti u 

skladu sa fenotipom opisanim za dati gen. Glavne kliničke karakteristike ovih bolesnika su prikazane u 

tabeli 4.5 zajedno sa OMIM brojevima (Hamosh et al., 2005) za njihovu finalnu genetičku dijagnozu 

postavljenu u ovoj studiji.  

Prema preporukama i standardima Američkog koledža za medicinsku genomiku i Asocijacije za 

molekularnu patologiju pet varijanti je okarakterisno kao patogeno, dok su preostale varijante 

okarakterisane kao verovatno patogene.  

U kohorti 200 zdravih kontrola iz Srbije, samo je SETX varijanta nađena u heterozigotnom stanju 

kod jedne zdrave kontrole, dok su druge varijante iz ove grupe bile odsutne u kontrolnim uzorcima. 

 

 

Tabela 4.5: Kliničke karakteristike bolesnika sa poremećajima pokreta i pozitivnim genetičkim 

nalazom 
Br. 

bolesnika 

HGVS Starost, 

g; Pol  

 

Klinička slika 

bolesnika sa 

patološkom 

varijantom u 

datom genu 

Završna dijagnoza Porodična istorija 

bolesti 

 

1 TUBB4A:NM_001289123.1; 

c.1174T>C, p.F392L 

56; Ž Distonija, 

kognitivne i 

bihevioralne 

promene  

Distonija tip 4 

(OMIM:128101)  

 

Pozitivna 

2 MFSD8:NM_001371596.2, 

c.923A>G,p.Y308C / 

c.754+2T>A  

 

 14; Ž Ataksija, 

epilepsija, 

vertigo, 

proteunurija  

 

Neuronalna, 

ceroidna 

lipofuscinoza, tip 7 

(OMIM:610951)  

 

Negativna 

3 PANK2:NM_153638.3; 

c.1583C>T, p.T528M / 

c.1213T>G, p. Y405D  

 

32; Ž 

 

Hipomimija, 

disfagija, 

distonija, (“eye-

of-the-tiger” 

MRI nalaz)  

 

Neurodegeneracija 

povezana sa 

pantotenat kinazom 

(OMIM:234200)  

 

 Negativna 

4 SETX:NM_015046.6; 

c.5825T>C, p.I1942T  

 

35; M 

 

Ataksija, 

oculomotorna 

apraksija  

 

Autozomno 

recesivna 

spinocerebelarna 

ataksija sa 

aksonalnom 

neuropatijom, tip 2 

(OMIM:606002)  

Pozitivna  

5 ARSA:NM_000487.6; 

c.763G>A,p.E255K 

/c.542T>G,p.I181S  

 

46; Ž 

 

Horea, nevoljni 

pokreti glave, 

kognitivni 

poremećaj, 

leukodistrofija 

Metachromatic 

leukodystrophy 

(OMIM:250100)  

 

Negativna  

g-godine; M-muško, Ž-žensko 
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4.2.2.1.1. Opisi slučajeva sa patogenim i verovatno patogenim varijantama 

4.2.2.1.1.1. Prikaz bolesnika sa c.1021T>C TUBB4A varijantom  
 

Bolesnik br. 1 je ženskog pola, starosti 56 godina. Prve simptome bolesti je primetila u dobi od 

51 godine kao nemogućnost glatkog izgovaranja reči, koje se pogoršalo s vremenom. Takođe, primetila 

je i nestabilnost u hodu, česta padanja bez gubitka svesti, slabost leve polovine lica i tela i teškoće sa 

gutanjem. Članovi porodice su primetili i značajne kognitivne promene kao i izmene u ponašanju. Na 

poslednjem kontrolnom nalazu ustanovljeno je da su padovi sve učestaliji, uz izraženiju nestabilnost pri 

hodu, loše spava, neraspoloženija je, sve nerazumljivije govori i otežano guta. MRI nalaz 

endokranijuma i kičme pokazao je pojačan intezitet signala duž kortikospinalnog trakta sa obe strane 

od motornog korteksa do ponsa i u lateralnim kolumnama medule od nivoa C2 do C5 kičmenih 

pršljenova. MMSE 22/30. Neuropsihološko testiranje je ukazalo na bifrontalno oštećenje.  

Analizom panela klinički egzom detektovana je nova, verovatno patogena, jednonukleotidna 

heterozigotna missense varijanta p.Phe341Leu (c.1021T>C, NM_006087.4) u egzonu 4 gena TUBB4A.   

Varijanta je potvrđena najpre u uzorku probanda metodom sekvenciranja po Sangeru (Slika 4.4), 

a potom su testirani i simptomatski i asimptomatski članovi porodice. Rođena sestra koja ima 

simptome neurološke bolesti je pozitivna na prisustvo varijante p.Phe341Leu, kao i njena ćerka koja 

takođe ima simptome. Dalje, testirani su asimptomatski članovi (dve rođene sestre kao i dva sina od 

sestre koja je pozitivna) i rezultat DNK analize na prisustvo varijante p.Phe341Leu je bio negativan. 

Od tri asimptomatska brata nijedan nije testiran. Međutim, jedan brat je takođe imao znake distonije. 

Patio je od generalizovane distonije i preminuo je u kasnim pedesetim. Nažalost, njegov DNK uzorak 

nije dostupan za potvrdu prisustva varijante. Ostali članovi porodice nisu testirani i nisu prijavili 

znakove neuroloških poremećaja. 

Zanimljivo je da ovaj gen nije uključen u CE panel od 4813 gena. Da bismo bili sigurni da je 

varijanta prisutna u genu TUBB4A, najpre je potvrđeno njeno prisustvo u uzorku probanda 

sekvenciranjem po Sangeru. Potom smo uradili poređenje sekvence koja je dobijena nakon Sangerovog 

sekvenciranja sa online (http://www.ensembl.org/index.html) (Howe et al., 2021) dostupnom 

sekvencom gena TUBB4A, kao i sekvencom gena TUBB2B koji je po sekvenci veoma sličan TUBB4A 

genu. U tu svrhu korišćen je BLAST program (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) čime je 

dobijena 100% usklađenost sa TUBB4A genom i 97% sa TUBB2B kao i sa genom TUBB2A koji je iz 

iste porodice. Takođe smo poredili prajmere sa TUBB4A genom, pseudogenom i genima iz TUBB 

porodice i pokazalo se da uzvodni prajmer nije specifičan, ali nizvodni prajmer jeste. Pokazao je 

identičnost u nukleotidnoj sekvenci sa genom TUBB4A i sličnost sa pseudogenom i genima iz TUBB 

porodice.  

 

 
Slika 4.4: Elektroferogramski prikaz heterozigotne promene c.1174T>C u genu TUBB4A. 
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4.2.2.1.1.2. Prikaz bolesnika sa c.923A>G i c.754+2T>A MFSD8 varijantama  

 

Bolesnik br. 2 je ženskog pola, starosti 14 godina. Razvila je prve znake bolesti pre šest godina 

kada je doživela gubitak vida praćen devijacijom glave i pogleda u stranu i pulsirajućom levostranom 

glavoboljom. Takvi događaji su se dešavali samo u budnom stanju i obično su bili izazvani gledanjem 

u svetlost. EEG je potvrdio epileptične napade koji su lečeni. Poslednji napad je bio pre 3 godine i tada 

je doživela i napade vrtoglavice. Sa razvojem epilepsije primetila je i nespretnost i nestabilnost 

hodanja. Takođe je razvila ataksiju i žalila se na napade vrtoglavice. MRI pregled mozga registruje 

globalne reduktivne promene i atrofiju malog mozga. IQ skor je 89, u kategoriji niske prosečne 

inteligencije. 

Analizom panela klinički egzom detektovane su nova, verovatno patogena jednonukleotidna 

heterozigotna missense varijanta p.Tyr308Cys (c.923A>G, NM_152778.2) u egzonu 9 i poznata 

patogena jednonukleotidna heterozigotna splice site varijanta u mestu za iskrajanje introna 7 

(c.754+2T>A, NM_001371596.2) gena MFSD8. Varijante su potvrđene metodom sekvenciranja po 

Sangeru najpre u uzorku probanda (Slika 4.5), a potom i u uzorcima roditelja za koje se utvrdilo da su 

heterozigotni nosioci po jedne varijante. Patogene i verovatno patogene homozigotne i složene 

heterozigotne varijante su u osnovi teške autozomno recesivne neuronalne ceroidne lipofuscinoze, tip 7 

(OMIM: 610951). 

 

 
Slika 4.5: Elektroferogramski prikazi heterozigotne c.923A>G varijante (A) i heterozigotne 

c.754+2T>A varijante (B) u genu MFSD8. 

 

4.2.2.1.1.3. Prikaz bolesnika sa c.1583C>T i c.1213T>G PANK2 varijantama 

 

Bolesnik br. 3 je ženskog pola, starosti 32 godine. Od svoje 20 godine je na lečenju kod psihijatra 

zbog depresije. Tada je primetila probleme sa govorom, žvakanjem i čestim padovima unazad. Tri 

godine kasnije pojavila se urgentna inkontinencija koja se postepeno pogoršavala. Tokom godina, 

imala je sporo napredovanje simptoma i postepeno, ali blago pogoršanje hoda, govora i posturalne 

stabilnosti. 

Posle nekoliko godina bolesti, magnetna rezonanca mozga (engl. Magnetic Resonance Imaging, 

MRI) otkrila je akumulaciju gvožđa u bilateralnom globusu pallidusu i putamenu koja daje 

karakterističan izgled tigrovog oka na MRI-u (eye-of-the-tiger). Na osnovu ovakvog nalaza 

dijagnostikovana joj je PKAN. Pored toga, ispoljavala je znake hipomimije, disfagije, tahilalije, teške 

distonične dizartrije, umerene distonije ruku i nogu, posturalne nestabilnosti i smanjene vidne oštrine. 

Tetivni refleksi su bili živahni, znak Babinskog negativan. Hod je bio nestabilan. Cerebelarni znaci i 

Rombergov test su negativni. MMSE 30/30. Dvanaest godina nakon pojave simptoma i dalje je mogla 

da hoda bez pomoći i da se brine o sebi. Njen psihološki status je u trenutku pregleda bio u granicama 

normale bez simptoma depresije. 

Početno ciljano sekvenciranje odabranih egzona gena PANK2 otkrilo je poznatu patogenu 

jednonukleotidnu missense varijantu p.Thr528Met (c.1583C>T) u egzonu 6, u heterozigotnom stanju. 

Pored toga, analizom panela klinički egzom detektovana je nova verovatno patogena jednonukleotidna 
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missense varijanta p.Tyr405Asp (c.1213T>G) u egzonu 3 gena PANK2, takođe kao heterozigotna 

promena.  

Varijante su najpre potvrđene u uzorku probanda (slika 4.6) a potom su analizirani i uzorci 

roditelja i brata gde je pokazano da su otac i brat heterozigotni nosioci poznate p.Thr528Met 

(c.1583C>T) patološke varijante, dok je majka heterozigotni nosilac novoopisane p.Tyr405Asp 

(c.1213T>G) verovatno patogene varijante. 

 

 
Slika 4.6: Elektroferogramski prikazi heterozigotne c.1213T>G varijante (A) i heterozigotne 

c.1583C>T varijante (B) u genu PANK2. 
 

4.2.2.1.1.4. Prikaz bolesnika sa c.5825T>C SETX varijantom  

 

Bolesnik br. 4 je muškog pola, star 35 godina. Pošto nam njegova detaljna klinička prezentacija 

nije dostupna (ne dolazi na redovne doktorske preglede) ovde je predstavljena klinička slika njegove 

rođake koja kao i naš proband ima postavljenu kliničku dijagnozu ataksije. Stara je 46 godina i prve 

znake bolesti pokazala je kada je imala 26 godina. Tada je primetila peckanje desne ruke koje se 

proširilo na celu ruku i desnu nogu. Ubrzo nakon toga počela je nestabilnost u hodu. U poslednjih 

nekoliko godina nestabilnost hodanja je napredovala sa pojavom čestih padova (2-3 puta dnevno). Uz 

to, osetila je i jake bolove u rukama i nogama. Elektrofiziološkim ispitivanjem otkrivena je simetrična, 

umerena, motorna i demijelizaciona polineuropatija. MRI mozga je pokazao atrofiju vermisa, a 

laboratorijska ispitivanja su pokazala povišene nivoe alfa fetoproteina (AFP) u serumu (46,1 ng/mL; 

(0-7)). 

Analizom panela klinički egzom detektovana je poznata, verovatno patogena jednonukleotidna 

homozigotna missense varijanta p.Ile1942Thr (c.5825T>C, NM_015046.6) u egzonu 14 gena SETX.  

Patogene homozigotne i složene heterozigotne varijante u genu SETX su poznati uzročnici 

autozomno recesivne spinocerebelarne ataksije sa aksonalnom neuropatijom, tip 2 (OMIM:606002). 

Potvrda otkrivene SETX varijante je urađena metodom sekvenciranja po Sangeru najpre u uzorku 

probanda (slika 4.7) a potom i u uzorku srodnika (prikazana rođaka).   

Genotipizacija roditelja nije izvršena. Stoga nije isključena mogućnost složene heterozigotnosti 

varijanti (prisustvo delecije egzona ili gena na drugom alelu). 

 

 
Slika 4.7: Elektroferogramski prikaz homozigotne c.5825T>C varijante u genu SETX. 
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4.2.2.1.1.5. Prikaz bolesnika sa c.542T>G i c.763G>A ARSA varijantama 

 

Bolesnik br. 5 je ženskog pola, starosti 46 godina. Nedavno je razvila nevoljne pokrete glave sa 

kognitivnim oštećenjem. Neurološkim pregledom primećuju se tremor vokalizacije, vremenska 

dezorijentacija i poremećaj kratkotrajnog pamćenja, kao i brzi pokreti glave i vrata koji podsećaju na 

horeične pokrete, uz prisustvo tikova. Smanjena aktivnost enzima arilsulfataze A u serumu (3,2 nmol / 

h / mL (3,6-9,4)) uz njenu kompletnu kliničku sliku i radiološki nalaz ukazivali su na metahromatsku 

leukodistrofiju koja je i potvrđena genetičkim nalazom. 

Analizom panela klinički egzom detektovane su dve poznate patogene jednonukleotidne 

heterozigotne misense varijante p.Ile181Ser (c.542T>G, NM_001085425.3) u egzonu 3 i p.Glu255Lys 

(c.763G>A, NM_001085425.3) u egzonu 4 gena ARSA. 

Obe varijante su potvrđene u uzorku probanda metodom sekvenciranja po Sangeru (slika 4.8). 

 

 
Slika 4.8: Elektroferogramski prikazi heterozigotne c.542T>G varijante (A) i heterozigotne c.763G>A 

varijante (B) u genu ARSA.  

 

4.2.2.2. Varijante nejasnog značaja kod bolesnika sa poremećajima pokreta 
 

Pored patogenih i verovatno patogenih/uzročnih varijanti, u ovoj studiji smo detektovali i tri VUS 

varijante kod tri nesrodna bolesnika. Sve tri varijante su bile u heterozigotnom obliku, od toga dve u 

genima povezanim sa autozomno dominantnim oboljenjima (DCTN1 c.1732G>A i PDGFB c.716T>C), 

a jedna u genu povezanom sa autozomno dominantnim i sa autozomno recesivnim oboljenjima (POLG 

c.3151G>C). Potencijalni značaj ovih varijanti kod bolesnika sa motornim poremećajima ostaje 

nepoznat i potrebno je više dokaza/informacija kako bi se takve varijante okarakterisale ili kao 

patogene ili kao benigne. Kod bolesnika sa varijantama nejasnog značaja druga potencijalno uzročna 

varijanta u dubokim intronskim i promotorskim regionima ili kompleksne strukturne promene se ne 

mogu isključiti. 
 

4.2.2.2.1. Opisi slučajeva sa varijantama nejasnog značaja  

4.2.2.2.1.1. Prikaz bolesnika sa c.716T>C PDGFB varijantom  

 

Bolesnik br. 1 je muškog pola, star 65 godina. Ima 20-godišnju istoriju generalizovane distonije. 

Prvi znaci bolesti u vidu okretanja očiju ulevo i nagore, kao i nevoljnih pokreta palca leve ruke tokom 

obroka, javili su se u njegovim četrdesetim godinama. Nekoliko meseci nakon toga bolest je 

napredovala, navodi da je izgubio kontrolu nad levom nogom, dolazilo je do nevoljnih uvijanja, a 

tegobe su se pogoršavale tokom hodanja. Hod je kompromitovan distoničkim pokretima. CT 

endokranijuma: U moždanom parenhimu se ne vide anomalije gustine. Sistem komora je uredne širine i 
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oblika. Subarahnoidalni prostori iznad baze i konveksnosti su naglašeni kao deo kortikalnih reduktivnih 

promena. MR glave: pregled ukazuje na simetrične lezije putamena otvorene etiologije, moguće kao 

deo osnovne bolesti (distonije). 

Analizom panela klinički egzom detektovana je nova jednonukleotidna heterozigotna misense 

varijanta nejasnog značaja p.Leu239Pro (c.716T>C, NM_002608.2) u egzonu 6 gena PDGFB. Ova 

promena se nalazi u populacionoj bazi podataka gnomAD Exomes (njena učestalost je procenjena na 

0,00000657%). Odsutna je u bazama vezanim za bolesti LOVD i HGMD. Varijanta nije pronađena u 

200 zdravih kontrola iz Srbije. Varijanta je deponovana u ClinVar bazu podataka (podnesak br. 

930299). In silico predikcionim softverima je okarakterisana kao verovatno patološka (tabela 4.6). 

Varijanta se nalazi u očuvanom regionu gena. 

Patogene i verovatno patogene heterozigotne varijante u genu PDGFB su poznati uzrok 

idiopatske kalcifikacije bazalnih ganglija, tip 5 (IBGC5).  

Potvrda NGS detektovane PDGFB varijante u uzorku probanda je urađena sekvenciranjem po 

Sangeru (slika 4.9). 

 

 
Slika 4.9: Elektroferogramski prikaz heterozigotne c.716T>C u genu PDGFB. 

 

4.2.2.2.1.2. Prikaz bolesnika sa c.1732G>A DCTN1 varijantom   

 

Bolesnik br. 2 je muškog pola, star 17 godina. Rođen je u normalnoj trudnoći, sa normalnim 

razvojem. Porodična istorija je negativna. Bio je potpuno funkcionalan do 12. godine, kada su roditelji 

primetili nesiguran hod, smanjenje snage u nogama i manje smetnje u govoru. Neurološki pregled je 

otkrio dismetrične sakade, vertikalnu supranuklearnu paralizu pogleda, kvadratne trzaje i cerebelarnu 

dizartriju. Bolesnik se žalio na blage probleme sa gutanjem. Cerebelarni znaci su bili pozitivni na 

gornjim i donjim ekstremitetima. Tetivni refleksi su bili živahni; Babinski znak- negativan. Otkriven je 

spastično-ataksičan hod na široj osnovi. Rombergov test je bio negativan. MMSE 30/30. 

MRI mozga (T2v FLAIR) otkrio je opsežne promene. Elektromioneurografija (EMNG) na  

gornjim i donjim udovima je bila normalna. Standardni biohemijski pregledi, bris krvi na akantocite i 

ispitivanje na Vilsonovu bolest nisu otkrili nikakve abnormalnosti. 

Analizom panela klinički egzom detektovana je nova jednonukleotidna heterozigotna missense 

varijanta nejasnog značaja p.Val578Met (c.1732G>A, NM_004082) u egzonu 16 gena DCTN1. 

Varijanta nije zabeležena u bazi podataka populacijskih genetičkih varijacija - dbSNP v138 i nije bila 

prisutna među 138.000 kontrola gnomAD projekta, ExAC i 1000G, a takođe je odsutna u bazama 

vezanim za bolesti LOVD i HGMD. Varijanta nije pronađena ni u 200 zdravih kontrola iz Srbije. 

Varijanta je deponovana u ClinVar bazu podataka (podnesak br. 930984). In silico predikcionim 

softverima je okarakterisana kao patološka (tabela 4.6). Varijanta se nalazi u očuvanom regionu gena. 

Metodom sekvenciranja po Sangeru varijanta je potvrđena u uzorku probanda ali je testiranjem uzoraka 

roditelja otkrivena i kod klinički asimptomatske majke bolesnika (slika 4.10). 
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Slika 4.10: Elektroferogramski prikaz heterozigotne c.1732G>A u genu DCTN1. 

 

4.2.2.2.1.3. Prikaz bolesnika sa c.3151G>C POLG varijantom  

  

Bolesnik br. 3 je muškog pola, star 32 godine. Prvi put je zatražio medicinsku pomoć sa 29 

godina zbog trogodišnje medicinske istorije teškoća u govoru, nestabilnosti hoda i blage ataksije. 

Doživeo je i česte padove zbog nestabilnosti. Njegova majka i baka sa majčine strane imaju iste 

simptome bolesti. 

Analizom panela klinički egzom detektovana je poznata patogena jednonukleotidna heterozigotna 

missense varijanta p.Gly1051Arg (c.3151G>C, NM_001126131.2) u egzonu 20 gena POLG. Ova 

promena se nalazi u populacionoj bazi podataka gnomAD Exomes (njena učestalost je procenjena na 

0,0000199 %) i prisutna je u ClinVar bazi podataka pod pristupnim brojem 13501 i okarakterisana je 

kao verovatno patogena. Varijanta je takođe opisana i u literaturi (tabela 4.6). Varijanta nije otkrivena u 

kohorti od 200 zdravih kontrola iz Srbije. Prema in silico predviđanju, p.Gli1051Arg (c.3151G>C) je 

okarakterisana kao patološka.  

Varijanta je najpre potvrđena metodom sekvenciranja po Sangeru u uzorku probanda a potom i u 

uzorku majke (slika 4.11). Baka po majci nije testirana. 

 

 
Slika 4.11: Elektroferogramski prikaz heterozigotne c.3151G>C u genu POLG. 
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Tabela 4.6: Detektovane varijante nejasnog značaja kod bolesnika sa poremećajima pokreta  

 
Naziv 

gena 

HGVS Tip 

varijante, 

molekula

rna 

posledica 

i mesto 

varijante  

 

Klinička 

značajnos

t/ 

Klasifikac

ija 

varijante*  

 

Učestal

ost 

varijanti 

kod 200 

zdravih 

kontrola 

iz Srbije 

Gnom

AD 

v2.1 i 

3.1 

baze 

MAF  

 

ClinVar 

pristupni broj 
#  

 

Teoretske 

predikcije za date 

varijante  

 

Tip 

nasleđi

vanja 

/zigotn

ost  

 

Reference Nova 

varijan

ta 

PDGFB NM_002608.

2, c.716T>C 
, 

p.Leu239Pro  

SNV, 

missense, 
egzon  

 

Varijanta 

nejasnog 
značaja-3  

 

0 0.00000

657 

SCV0013662

78.2 

MutationTaster: 

disease causing, 
CADD:28.2, 

MetaLR: tolerated, 
REVEL: benign, 

Polyphen: 
probably 

damaging 

 

AD/het  

 

/ Da 

DCTN1 NM_00408

2, 

c.1732G>A
, 

 
p.Val578M

et  

SNV, 

missense, 

egzon  
 

Varijanta 

nejasnog 

značaja-3  
 

0 Nije 

prijavlj

ena  

SCV001367698

.2 

MutationTaster: 

disease causing, 

CADD: 28.8, 
MetaLR: 

damaging, 
REVEL:benign, 

Polyphen:probabl
y damaging 

AD/het  

 

/ Da  

POLG NM_00112

6131.2, 

c.3151G>C

, 

p.Gly1051
Arg  

SNV, 

missense, 

egzon  

 

Varijanta 

nejasnog 

značaja-3  

 

0 0.00001

99  

Nije 

prijavljena 

MutationTaster: 

disease causing 

automatic, CADD: 

27.6, MetaLR: 

damaging, REVEL: 
pathogenic, 

Polyphen: probably 
damaging 

AD i 

AR/het 

ClinVar135

01; 

Mancuso et 

al., 2004; 

Baruffini et 
al., 2007; 

Stumpf et 
al., 2010 

 

Ne  

SNV-jednonukleotidna varijanta (engl. single nucleotide variant), AD: autozomno dominantno, AR: autozomno 

recesivno; het-heterozigot; *klasifikacija prema smernicama i preporukama ACMG/AMP asocijacije (Richards 

et al., 2015); #brojevi podnesaka za date varijante deponovane u ClinVar bazu podataka; CADDv1.6-predložen 

cutoff za patogenost je između 10 i 20; MAF- učestalost ređeg alela (engl. minor allele frequence) 

 

 

4.2.2.2.2. Analiza parova srodnika 

 

Kod tri para srodnika uključenih u ovu studiju nije detektovan zajednički uzrok bolesti. 

Analizom panela klinički egzom detektovana je jedna zajednička nova verovatno patogena 

heterozigotna duplikacija p.Gln4004ThrfsTer65 (c.12009dupA, NM_182961.3) kod samo 

jednog para srodnika sa ataksijom u klinički relevantnom genu SYNE. Radi se o bratu starosti 

47 godina i sestri starosti 55 godina sa istorijom cerebelarne ataksije, nestabilnošću hoda, 

problemima u govoru i promenjenim rukopisom. U porodičnoj anamnezi navodi se da imaju i 

sestru koja takođe ima slične simptome, kao i da je očev ujak imao ataksičan hod. Roditelji su 

asimptomatski. Niko od navedenih srodnika nije neurološki i genetički ispitivan.  

Varijanta je deponovana u ClinVar bazu podataka (podnesak br. 930980). Varijanta je 

potvrđena u uzorcima oba probanda metodom sekvenciranja po Sangeru (slika 4.12). 

Kod navedenog para srodnika druga potencijalno uzročna varijanta u dubokim 

intronskim i promotorskim regionima ili kompleksne strukturne promene se ne mogu 

isključiti. 
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Slika 4.12: Elektroferogramski prikaz heterozigotne c.12009dupA u genu SYNE1. 

 

4.3. Algoritam za genetičko testiranje bolesnika sa neurodegenerativnim 
bolestima u populaciji Srbije 

 
Imajući u vidu definisane ciljeve ovog istraživanja  i dobijene rezultate mogu se 

formirati preporuke za testiranje bolesnika sa kognitivnim poremećajima i poremećajima 

pokreta u srpskoj populaciji, primenom NGS panela “klinički egzom”.  

1. Od ukupnog broja bolesnika sa pozitivnim genetičkim nalazom (njih devet) šest je 

bilo familijarnih i tri sporadična slučaja, što ukazuje na veću stopu nalaženja verovatnog 

genetičkog uzroka kod familijarnih slučajeva; 

2. Kod većine bolesnika sa pozitivnim genetičkim nalazom, prethodno urađen radiološki 

i biohemijski nalaz je ukazivao na dato oboljenje ili specifičnu grupu oboljenja, što je dodatno 

olakšalo analizu dobijenih podataka; 

3. Kod bolesnika sa poremećajima pokreta pokazano je da je veći dijagnostički prinos 

kod onih sa ranijim početkom bolesti (odnosno prosek početka bolesti kod genetički 

pozitivnih bolesnika je 32,2 godine, a kod genetički negativnih je 38 godina), dok je kod 

bolesnika sa kognitivnim poremećajima taj odnos skoro isti (odnosno 52,75 je prosek godina 

kod genetički pozitivnih, dok je kod genetički negativnih prosek godina 51).  

         4. Dodatno, kod bolesnika kod kojih je postojao neki specifičan klinički znak bolesti kao 

kod bolesnika sa SETX varijantom (prisustvo okulomotorne apraksije) je pomoglo u 

otkrivanju genetičkog uzroka.  

Na osnovu uočenog može se obrazovati algoritam za praktični rad.  

 

4.4. Algoritam za bioinformatičku analizu podataka dobijenih 

sekvenciranjem panela klinički egzom kod bolesnika sa neurodegenerativnim 

bolestima u populaciji Srbije 
 

U ovoj studiji analiza dobijenih rezultata NGS metodom vršena je uz pomoć dostupne 

platforme za analizu, odnosno Ilumininog Variant studio softvera (Shema 3.1, A) kao i uz 

pomoć prethodno razvijenog toka rada na Institutu za medicinsku genomiku, UKCLJ, 

Ljubljana (Maver et al., 2016 i Bergant et al., 2018) (Shema 3.1, B). Analizom podataka uz 

pomoć oba pristupa nađen je isti rezultat, osim kod jednog bolesnika. Naime, u ovoj studiji, 

pomoću Ilumininog Variant studio softvera nađene su uzročne patološke varijante kod osam 

bolesnika od devet opisanih bolesnika sa patološkim varijantama. Kod dodatnog, devetog 

bolesnika sa varijantom u genu TUBB4A, varijanta je otkrivena uz pomoć pomenutog 

razvijenog niza softvera za analizu. Na taj način je povećan dijagnostički prinos za jednog 

bolesnika, odnosno rešena je dijagnostička odiseja jedne čitave porodice. 
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5. DISKUSIJA 
 

 

Zbog kompleksnosti kliničke prezentacije različitih neuroloških oboljenja, doći do tačne 

dijagnoze je i dalje izazov. U svrhu postavljanja precizne dijagnoze se pored kliničke 

evaluacije, raznih biohemijskih i radioloških testova sve više primenjuju i genetički testovi. U 

poslednje vreme, NGS čini jedan od glavnih alata za brzo uspostavljanje genetičke dijagnoze.  

S obzirom na monogensku prirodu velikog broja ovih bolesti opravdano je genetičko 

testiranje i stoga su NGS testovi široko primenjeni za neurodegenerativne bolesti. Veliki deo 

neurodegenerativnih bolesti čine kognitivni poremećaji i poremećaji pokreta. Razvijen je 

veliki broj NGS testova za genetičko dijagnostikovanje ove dve vrste poremećaja. 

 

5.1. Kognitivni poremećaji 
 

Sekvenciranje različitih genskih panela omogućava testiranje skoro svih poznatih 

glavnih genetičkih uzročnika demencija istovremeno (Hinz and Geschwind 2017). NGS 

značajno smanjuje vreme dobijanja genetičke dijagnoze kod bolesnika u poređenju sa 

testiranjem pojedinačnih gena i može takođe da smanji troškove asocirane sa više 

dijagnostičkih testova. Dodatno, mogućnost istovremene analize većeg broja gena znači da 

brojne bolesti sa varijabilnom ekspresijom a koje nisu uzete u obzir kao diferencijalne 

dijagnoze na osnovu kliničke slike bolesnika, mogu biti istraživane istovremeno (Hinz and 

Geschwind 2017). 

Prethodne studije koje su koristile NGS metode pokazale su da se patološke varijante 

detektuju kod 12-13% bolesnika sa demencijom sa ranim početkom bolesti sa ili bez 

porodične istorije, posebno u genu PSEN1 (Koriath et al., 2020; Lacour et al., 2019). Treba 

istaći da kod slučajeva bez porodične istorije bolesti takođe može postojati genetički uzrok. 

Demencija se može pokazati kao sporadična u slučajevima kada je autozomno recesivan 

uzrok bolesti bez aficiranih srodnika (NPC1 patološke varijante), kod X-vezanih bolesti 

(UBQLN2 patološke varijante) sa blagim simptomima kod srodnika ili bez drugih aficiranih 

srodnika koji se mogu pratiti, neka mitohondrijalna genetička oboljenja (kao što je MELAS), 

anticipacija kod bolesti ponovaka (C9ORF72 ekspanzije), de novo nastale promene kada 

patološka varijanta nastane po prvi put kod probanda (npr. PSEN1), kao i kod nekompletne 

porodične istorije sa prevremenim smrtnim slučajevima ili nedostatak tačne nedvosmislene 

dijagnoze.  

Naslednu formu AB ranog početka u odnosu na sporadičnu formu karakterišu raniji 

početak bolesti, agresivniji tok, prisustvo neuroloških simptoma poput epilepsije, mioklonusa, 

glavobolja i drugih. Kod nasledne forme klinička slika se na početku bolesti karakteriše 

gubitkom pamćenja, dok prisustvo npr. bihejvioralnih ispada sugeriše da je u pitanju 

sporadična forma AB ranog početka (Cacace and Van Broeckhoven 2016; Larner 2013). 

U našoj studiji testirali smo 15 bolesnika sa kognitivnim poremećajima i analizom 

panela klinički egzom postignut je dijagnostički prinos od 26,7% (četiri genetički pozitivna). 

Slični rezultati dobijeni su  u prethodnoj studiji koja se bavila analizom panela klinički egzom 

kod bolesnika sa neselektovanim demencijama gde je postignut dijagnostički prinos od 33% 

(Zalar et al., 2018). Kod nedijagnostikovanih slučajeva sa kognitivnim poremećajima, 

patološke varijante mogu biti locirane u nekodirajućim regionima, kao što su regulatorni ili 

duboki intronski regioni. Takođe, uzrok bolesti kod ovih slučajeva mogu biti i varijacije u 

broju kopija koje nije moguće detektovati analizom panela klinički egzom uz primenu ovde 

korišćenih softvera. Ne može se isključiti ni mogućnost da su uzročne varijante u genima koji 
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nisu obuhvaćeni panelom klinički egzom. Stoga se u ovim slučajevima može predložiti 

proširena analiza većeg broja gena poput WES-a najpre, a onda i WGS-a. 

 

5.1.1. Patogene varijante 

 

Detektovane su ukupno tri jednonukleotidne varijante kod četiri nesrodna probanda 

(PSEN1 c.416T>C, PSEN1 c.799C>A i OPTN c.403G>T) i kod ovih bolesnika genetički 

nalazi su u skladu sa njihovim kliničkim fenotipovima.  

Patološke varijante detektovane u genu PSEN1 predstavljaju uzrok bolesti kod dva 

bolesnika sa ranim početkom Alchajmerove bolesti (Tabela 4.3: slučaj br.1 i slučaj br.2). 

Njihova klinička slika i porodična istorija bolesti su ukazivale na postojanje patološke 

varijante u genu PSEN1 čime je znatno olakšana analiza podataka dobijenih sekvenciranjem 

panela klinički egzom. Do sada je opisano više od 300 uzročnih varijanti u genu PSEN1 

(https://www.alzforum.org/mutations/psen-1).  

Detektovana varijanta PSEN1 c.416T>C je opisana kod većeg broja nesrodnih bolesnika 

sa Alchajmerovom bolešću kao patološka (Campion et al., 1995; Queralt et al., 2001; Lleó et 

al., 2002; Jin et al., 2012; Xiao et al., 2021). Ova promena dovodi do aminokiselinske zamene 

metionina u treonin na poziciji 139 lociranoj u drugom transmembranskom domenu (TM-II) 

proteina PSEN1. Više različitih aminokiselinskih zamena opisano je na istoj poziciji 

(p.M139K, p.M139L, p.M139I, p.M139V) kod sporadičnih slučajeva i porodica sa ranom AB 

(https://www.alzforum.org/mutations/psen-1; Lanoiselée et al., 2017; Boteva et al., 1996; 

Zhang et al., 2016) što ukazuje da je ova pozicija najverovatnije “vruće mesto” (engl. hot 

spot) za mutaciju (Queralt et al., 2001). Pokazano je da se verovatni biološki efekat ove 

varijante ogleda u povećanju nivoa Aβ1-42 u ćelijama i da ova varijanta može uzrokovati AB 

stimulišući isecanje Aβ sekvence posredovano γ-sekretazom na aminokiselinskoj poziciji 42 

(Portelius et al., 2012).  

Varijanta PSEN1 c.799C>A, detektovana kod našeg drugog bolesnika sa ranom AB, 

dovodi do aminokiselinske zamene prolina u treonin na poziciji 267 proteina PSEN1 lociranoj 

u unutarćelijskoj petlji između transmembranskih domena 6 i 7. Ova promena je nova, 

odnosno nije do sada opisana kod bolesnika sa demencijom. Međutim, druge aminokiselinske 

zamene su opisane na istoj poziciji (p.P267A, p.P267S, p.P267L) kod bolesnika sa ranom AB 

(https://www.alzforum.org/mutations/psen-1; Ringman et al., 2016; Ben-Gedalya et al., 

2015). Takođe, c.799C>A varijanta se nalazi u evolutivno očuvanom regionu gena, nije 

prijavljena u gnomAD kohorti (Karczewski et al., 2020) kao ni u našoj kohorti od 200 zdravih 

individua, što sve ukazuje na verovatno patogenu prirodu date varijante. Što se tiče biološke 

uloge p.P267 varijanti, pokazano je da učestvuju u redukovanju sazrevanja PSEN1 i 

abnormalne mitohondrijalne aktivnosti (Ben-Gedalya et al., 2015).  
Kod dve bolesnice sa frontotemporalnom demencijom detektovana je ista patološka 

varijanta u genu OPTN (Tabela 4.3: slučaj br.3 i slučaj br.4). S obzirom na činjenicu da su 

patološke varijante u genima GRN, MAPT i C9ORF72 u većini slučajeva opisanih u literaturi 

zadužene za nastanak ove bolesti, u našoj studiji je pokazano drugačije. Patološke varijante u 

genu OPTN su povezane sa nastankom ne samo frontotemporalne demencije (Pottier et al., 

2015) nego i amiotrofične lateralne skleroze (Maruyama et al., 2010). OPTN detektovana 

varijanta (c.403G>T) kod naših ispitanika je opisana u literaturi, ali kod bolesnika sa 

amiotrofičnom lateralnom sklerozom (Müller et al., 2018). Tako da naše bolesnice 

predstavljaju prve slučajeve sa ovom varijantom koje imaju frontotemporalnu demenciju. Još 

jedno značajno otkriće je i to da rođena sestra jednog probanda  (slučaj br. 4) sa OPTN 

varijantom ima postavljenu kliničku dijagnozu amiotrofične lateralne skleroze. Poznat je 

komorbiditet između FTD-a i ALS-a, odnosno pojava da ALS bolesnici ispoljavaju znake 

https://www.alzforum.org/mutations/psen-1
https://www.alzforum.org/mutations/psen-1
https://www.alzforum.org/mutations/psen-1
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FTD-a i suprotno (Lillo and Hodges 2009), a takođe je poznato i da oboleli članovi porodice 

sa istom varijantom ispoljavaju drugačiji fenotip. Primer postojanja ALS-FTD fenotipa kod 

iste individue je opisan u literaturi kod bolesnika sa OPTN varijantama, ali ne i sa c.403G>T 

varijantom (Pottier et al., 2018). Dodatno, prema našim saznanjima nisu opisani slučajevi 

postojanja dva različita fenotipa kod članova jedne porodice sa c.403G>T varijantom. Tako 

da, ovo predstavlja i prvi slučaj gde je detektovana c.403G>T OPTN varijanta kod dve 

obolele sestre koje ispoljavaju različit fenotip. Ovim našim nalazom smo svakako povećali 

broj varijanti asociranih sa FTD, a takođe smo i potvrdili da ALS i FTD imaju preklapajuću 

genetičku osnovu (Taes et al., 2010).  

S obzirom na činjenicu da je po prvi put OPTN varijanta c.403G>T opisana kod dva 

izabrana nesrodna probanda sa FTD-om i jednim srodnikom FTD probanda sa ALS-om u 

populaciji Srbije, postoji mogućnost da se radi o efektu osnivača (engl. founder effect). U tom 

slučaju bi dalja ispitivanja išla u pravcu utvrđivanja potencijalnih novih bolesnika sa 

varijantama u genu OPTN kako bi se ova pretpostavka potvrdila. Takođe, za gene u osnovi 

FTD-a poznata je različita geografska zastupljenost pa je tako predominantna zastupljenost 

GRN varijanti u Severnoj Italiji (Borroni et al., 2011) i Baskiji (Barandiaran et al., 2012). 

Stoga, istraživanja bi mogla ići i u smeru razjašnjenja pretpostavke da su OPTN varijante 

geografski više zastupljene na našim prostorima. 

 

5.2. Poremećaji pokreta 
 

Poremećaji pokreta su klinički i genetički raznolika grupa neuroloških poremećaja koji 

predstavljaju značajan uzrok bolesti i smrti. Zbog složenosti kliničkih slika i genetičkih 

uzroka kod različitih poremećaja pokreta, brzo postavljanje tačne dijagnoze kod bolesnika i 

dalje predstavlja veliki izazov (Federico 2013). NGS tehnologija je omogu ćila velike, brze i 

jeftine analize genoma i u velikoj meri je primenjena na poremećaje pokreta (Foo et al., 

2012). Postoje različiti paneli gena NGS-a i glavna razlika između njih je broj gena koji se 

analizira (Xue et al., 2015). Upotreba manjih genskih panela je pogodnija za manje genetičke 

centre sa ograničenim resursima. Takođe, obim podataka dobijenih sa manjim genskim 

panelima je manji nego sa WES/WGS, što čini interpretaciju podataka lakšom i bržom (Reale 

et al., 2018; Montaut et al., 2018).  

Ciljani NGS je do sada pokazao sličan dijagnostički prinos kao sekvenciranje egzoma 

za različite poremećaje, uključujući intelektualnu onesposobljenost (25%) (Redin et al., 

2014), mitohondrijalne poremećaje (22%) (Lieber et al., 2013), cerebelarne ataksije (18%) 

(Németh et al., 2013) i spastičnu paraplegiju (17%) (van de Warrenburg et al., 2016). 

Zajedno, ove studije pokazuju da je ciljano sekvenciranje korišćenjem NGS panela poznatih 

gena povezanih sa bolestima odgovarajući kompromis između pouzdanosti i prinosa (Németh 

et al., 2013; van de Warrenburg et al., 2016; Sikkema-Raddatz et al., 2013). 

U našoj studiji, dijagnostička moć panela kliničkog egzoma koji se sastoji od 4813 gena 

je analizirana kod bolesnika sa poremećajima pokreta. Analizirali smo 36 nesrodnih bolesnika 

i tri para braće i sestara kojima su dijagnostikovani različiti poremećaji pokreta. Genotipovi 

koji uzrokuju bolest otkriveni su kod pet nesrodnih probanada, odnosno dobijen je 

dijagnostički prinos od 12,82%. Studije koje su uključivale bolesnike sa različitim 

poremećajima pokreta, slično dizajnu naše studije, koristeći različite male panele gena, 

prijavile su dijagnostičke prinose od 11,3% (Reale et al., 2018) i 22% (Montaut et al., 2018). 

Kod nedijagnostikovanih slučajeva sa poremećajima pokreta, patološke varijante mogu biti 

locirane u nekodirajućim regionima, kao što su regulatorni ili duboki intronski regioni. 

Takođe, uzrok bolesti kod ovih slučajeva mogu biti i varijacije u broju kopija koje nije 
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moguće detektovati analizom panela klinički egzom uz primenu ovde korišćenih softvera. Ne 

može se isključiti ni mogućnost da su uzročne varijante u genima koji nisu obuhvaćeni 

panelom klinički egzom. Stoga se i u ovim slučajevima može predložiti proširena analiza 

većeg broja gena poput WES-a najpre, a onda i WGS-a. 

 

5.2.1. Patogene i verovatno patogene varijante 

 

Detektovano je ukupno osam jednonukleotidnih varijanti kod pet nesrodnih probanda 

(TUBB4A c.1174T>C, MFSD8 c.923A>G i c.754+2T>A, PANK2 c.1583C>T i c.1213T>G, 

SETX c.5825T>C, ARSA c.763G>A i c.542T>G) i kod ovih bolesnika genetički nalazi su u 

skladu sa njihovim kliničkim fenotipovima.  

Detektovana varijanta TUBB4A c.1174T>C je nova, odnosno nije do sada opisana, 

nalazi se u evoluciono očuvanom regionu gena, odsutna je iz populacije zdravih kontrola 

(Karczewski et al., 2020) i naše kohorte od 200 zdravih individua, a takođe je i okarakterisana 

kao patogena prema teorijskim predikcijama patogenosti (Tabela 4.4). U ovom genu su 

opisane druge varijante koje su povezane sa distonijom tip 4 kod bolesnika čija se klinička 

slika manifestovala prisustvom spazmodične distonije, izmenama u ponašanju i 

intelektualnim poteškoćama (Blumkin et al., 2014) što je vrlo slično kliničkoj prezentaciji 

bolesti kod našeg probanda sa c.1174T>C varijantom. Bolesnica sa TUBB4A verovatno 

patogenom varijantom (Tabela 4.5, slučaj br.1) je član porodice sa istorijom neuroloških 

oboljenja. Rođenom bratu probanda je postavljena klinička dijagnoza distonije. On je 

preminuo i nažalost njegova DNK nam nije bila dostupna za analizu. Rođena sestra probanda 

kao i ćerka te sestre takođe imaju neuroloških smetnji i obe su analizirane. Rezultat je bio 

pozitivan na prisustvo iste verovatno patogene varijante u genu TUBB4A. Nekoliko 

asimptomatskih članova porodice je testirano na prisustvo ove promene u genu TUBB4A i 

njihovi rezultati su negativni. Međutim, funkcionalne studije će biti neophodne da bi se 

definitivno definisala patogenost opisane varijante. 

Posebna zanimljivost u vezi sa ovim slučajem jeste da je varijanta detektovana u  genu 

koji nije u panelu klinički egzom. Dakle, u panel, koji se sastoji od 4813 klinički relevantnih 

gena, uključeni su neki geni iz TUBB porodice (TUBB1, TUBB2B, TUBB3) ali ne i gen 

TUBB4A. On je naknadno uvršten u pošireni panel koji se sastoji od 6794 klinički relevantnih 

gena. Pretpostavka je da su podaci dobijeni za gen TUBB4A tako što su se u toku pripreme 

biblioteke probe dizajnirane da se komplementarno sparuju sa genom TUBB2B hibridizovale 

sa fragmentima gena TUBB4A zbog velike sličnosti u sekvenci ova dva gena i da su tako 

dobijeni podaci i za taj gen. Druga mogućnost je da je takođe zbog sličnosti sekvenci BWA 

algoritam, koji je korišćen za poravnjavanje u toku obrade podataka, poravnao dobijene 

kratke sekvence sa TUBB4A genom pored poravnjavanja sa TUBB2B genom. Ova varijanta u 

genu TUBB4A je otkrivena uz pomoć razvijenog niza softvera za analizu na Institutu za 

medicinsku genetiku u Ljubljani, čime je pokazana prednost ovakve bioinformatičke analize u 

odnosu na analizu uz pomoć dostupnih paltformi.  

Kod bolesnice sa varijantama u genu MFSD8 (Tabela 4.5, slučaj br. 2) radi se o 

slučaju sa vrlo kompleksnim fenotipom gde je postavljeno više različitih kliničkih dijagnoza. 

Pretpostavka je bila da se radi o oboljenjima vezanim za uzročne varijante u genu POLG. 

Međutim, analizom panela klinički egzom, otkrivene su dve heterozigotne in trans uzročne 

varijante (c.923A>G i c.754+2T>A) u genu MFSD8 koje su u osnovi neuronalne ceroidne 

lipofuscinoze tip 7 (engl. Ceroid Lipofuscinosis, Neuronal, 7, CLN7) (OMIM: 610951), 

oboljenja sličnog po kliničkim karakteristikama POLG vezanim oboljenjima. Klinička 

prezentacija CLN7 obuhvata ataksiju, epileptične napade, progresivni gubitak vida sa 
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početkom bolesti najčešće između druge i sedme godine života (Haltia 2003; Topçu et al., 

2004), što je u skladu sa kliničkom manifestacijom bolesti našeg probanda. 

Varijanta c.923A>G nije do sada opisana kod ljudi i dovodi do aminokiselinske 

zamene tirozina u cistein na poziciji 308 proteina MFSD8. Varijanta nije zabeležena u 

gnomAD kohorti u homozigotnom obliku (Karczewski et al., 2020), a takođe je odsutna i iz 

naše kontrolne grupe. Ne može se isključiti prisustvo varijante u populaciji zdravih kontrola u 

složenom heterozigotnom obliku sa drugom patogenom varijantom. 

Druga detektovana varijanta u genu MFSD8 (c.754+2T>A) je opisana kod većeg broja 

bolesnika sa neuronalnom ceroidnom lipofuscinozom tip 7 (Maggi et al., 2021; Kousi et al., 

2012; Sintola et al., 2007; Baralle and Baralle 2005). Eksperimentalne studije su pokazale da 

ova varijanta dovodi do promene u donorskom mestu konsenzusne sekvence za iskrajanje 

introna (Sintola et al., 2007). Ovakve varijante tipično dovode do gubitka funkcije proteina 

(Baralle and Baralle 2005), što je slučaj i kod MFSD8 (Aiello et al., 2009). Varijanta nije 

zabeležena u gnomAD kohorti u homozigotnom obliku (Karczewski et al., 2020), a takođe je 

odsutna i iz naše kontrolne grupe. Ne može se isključiti prisustvo varijante u populaciji 

zdravih kontrola u složenom heterozigotnom obliku sa drugom patogenom varijantom.  

Varijante su potvrđene u uzorcima roditelja, gde je pokazano da su oni nosioci po 

jedne heterozigotne MFSD8 varijante.  

Kod slučajeva sa uzročnim varijantama u genima PANK2, SETX i ARSA genetička 

analiza je bila značajno olakšana zbog prethodno pozitivnih radioloških i biohemijskih 

analiza.  

Kod bolesnice sa PANK2 varijantama (Tabela 4.5: slučaj br. 3) karakterističan nalaz na 

MRI (eye-of-the-tiger) ukazivao je da se radi o PKAN oboljenju što je genetičkim testovima i 

potvrđeno. Dakle, nakon detaljnog kliničkog pregleda, biohemijskih analiza, urađena je i 

magnetna rezonanca mozga koja je ukazala na moguće deponovanje gvožđa u određenim 

regijama mozga. Standardnim genetičkim testom (sekvenciranje po Sangeru egzona 5 i 6 gena 

PANK2) otkrivena je jedna heterozigotna najčešća patološka varijanta  (c.1583C>T). Dalje, 

analizom panela klinički egzom detektovana je i druga uzročna varijanta (c.1213T>G) u ovom 

genu čime je potvrđeno da bolesnica ima neurodegeneraciju povezanu sa pantotenat kinazom. 

Detektovana PANK2 c.1583C>T varijanta je opisana kod većeg broja nesrodnih 

bolesnika sa PKAN-om (Zhou et al., 2001; Hayflick et al., 2003; Hartig et al., 2006; Wu et 

al., 2013; Paraskevas et al., 2017), a takođe i u srpskoj populaciji kao najčešća patološka 

varijanta u genu PANK2 (Hartig et al., 2006; Svetel et al., 2019) kod bolesnika sa PKAN-om. 

Štaviše, pokazano je da je PANK2 c.1583C>T varijanta osnivačka mutacija u našoj populaciji 

(Svetel et al., 2019). Ova promena dovodi do aminokiselinske zamene treonina u metionin na 

poziciji 528 lociranoj u katalitičkom domenu enzima PANK2. Varijanta nije zabeležena u 

gnomAD kohorti u homozigotnom obliku (Karczewski et al., 2020), a takođe je odsutna i iz 

naše kontrolne grupe. Ne može se isključiti prisustvo varijante u populaciji zdravih kontrola u 

složenom heterozigotnom obliku sa drugom patogenom varijantom. 

Druga detektovana PANK2 c.1213T>G varijanta je nova, odnosno nije opisana u 

literaturi. Ova promena dovodi do aminokiselinske zamene tirozina u aspartat na poziciji 405 

lociranoj u proteinu PANK2 i nije prisutna u našoj i gnomAD kohorti (Karczewski et al., 

2020). Prema teorijskim predikcijama patogenosti okarakterisana je kao patološka, a takođe se 

nalazi u evolutivno očuvanom regionu gena. U neposrednoj blizini ove varijante opisana je 

patološka varijanta (p.Asn404Ile) kod bolesnika sa PKAN-om (Morales-Briceño et al., 2015; 

Diaz 2013). Varijante su potvrđene u uzorcima roditelja, gde je pokazano da su oni nosioci po 

jedne heterozigotne PANK2 varijante. 

U slučaju SETX varijante detektovane najpre kod probanda sa ataksijom (Tabela 4.5: 

slučaj br. 4), njegova klinička slika nam nije bila dostupna zbog izostajanja sa redovnih 

lekarskih kontrola. Međutim, njegova rođaka sa simptomima ataksije je testirana na prisustvo 
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date varijante i njen nalaz se pokazao kao pozitivan. Ona je u svojoj kliničkoj slici imala 

razvijenu ataksiju sa okulomotornom apraksijom, polineuropatiju i povišen nivo enzima alfa-

fetoproteina. Homozigotne i složene heterozigotne varijante u genu SETX su u osnovi 

autozomno recesivne ataksije sa aksonalnom neuropatijom tip 2 koja se još označava i kao 

ataksija sa okulomotornom apraksijom (engl. Ataxia with Oculomotor Apraxia, AOA) (iako 

samo 50% bolesnika ima okulomotornu apraksiju). AOA se takođe karakteriše početkom 

bolesti pre tridesete godine, cerebelarnom ataksijom, polineuropatijom i povišenim nivoom 

serumskog alfa-fetoproteina (Anheim et al., 2009). Za razliku od nekoliko drugih autozomno 

recesivnih cerebelarnih ataksija sindroma, nivo alfa-fetoproteina je skoro uvek povišen kod 

AOA2 što sužava listu diferencijalnih dijagnoza (Paucar et al., 2019). 

Detektovana SETX c.5825T>C varijanta je prethodno opisana kod bolesnika sa AOA 

(Brugger et al., 2014; Laššuthova et al., 2016; Marelli et al., 2016) i dovodi do 

aminokiselinske zamene izoleucina u treonin na poziciji 1942. Ova pozicija je visoko 

evolutivno konzervisana (Adzhubei et al., 2010). Varijanta nije zabeležena u gnomAD kohorti 

u homozigotnom obliku (Karczewski et al., 2020), pri čemu se ne može isključiti prisustvo 

varijante u populaciji zdravih kontrola u složenom heterozigotnom obliku sa drugom 

patogenom varijantom. Kod 200 zdravih kontrola iz Srbije nađena je kod jedne zdrave 

kontrole u heterozigotnom obliku. 

Najzad, bolesnici sa varijantama u genu ARSA (Tabela 4.5: slučaj br.5) postavljena je 

klinička dijagnoza Hantingtonove bolesti zbog prisustva horejičnih pokreta, tikova i 

kognitivnih smetnji. Standardan genetički test na prisustvo trinukleotidnih ponovaka u genu 

HTT je bio negativan i ukazao da se verovatno ne radi o Hantingtonovoj horeji. Istraživanje je 

nastavljeno u pravcu biohemijskih i radioloških nalaza. Biohemijski nalazi su pokazali da je 

prisutna smanjena aktivnost enzima arilsulfataze A (ARSA) u serumu, a radiološki nalaz je 

ukazao na leukodistrofiju (prisustvo depozita lipida u nervnom sistemu). Metahromatska 

leukodistrofija (MLD) (OMIM:250100) je poznata i kao deficijencija arilsulfataze A (ARSA) 

enzima, odnosno bolest nastaje kada usled patoloških promena u genu ARSA, dolazi do 

deficijencije enzima ARSA koji razgrađuje lipide koji se formiraju u mijelinu (Austin et al., 

1964). Najčešće se karakteriše prisustvom poremećaja pokreta, ponašanja i kognitivnog pada 

što je u skladu sa kliničkom prezentacijom našeg probanda. Analizom panela klinički egzom 

je potvrđeno da bolesnica ima metahromatsku leukodistrofiju. 

Prva detektovana ARSA c.763G>A varijanta je prethodno opisana kod bolesnika sa 

metahromatskom leukodistrofijom (Biffi et al., 2008; Grossi et al., 2008; Regis et al., 2002) i 

dovodi do zamene aminikiseline glutamat u lizin na poziciji 255 u proteinu ARSA. Varijanta 

nije zabeležena u gnomAD kohorti u homozigotnom obliku (Karczewski et al., 2020), a 

takođe je odsutna i iz naše kontrolne grupe. Ne može se isključiti prisustvo varijante u 

populaciji zdravih kontrola u složenom heterozigotnom obliku sa drugom pa togenom 

varijantom. 

Funkcionalne studije su pokazale da je varijanta c.763G>A povezana sa značajnom 

redukcijom aktivnosti enzima ARSA (Regis et al., 2002). 

Druga detektovana ARSA c.542T>G varijanta je takođe prethodno opisana kod 

bolesnika sa metahromatskom leukodistrofijom (Berger et al., 1997; Ługowska et al., 2005; 

Luzi et al., 2013; Cesani et al., 2016; Stoeck et al., 2016; Beerepoot et al., 2020) i dovodi do 

aminokiselinske zamene izoleucina u serina na poziciji 181 u proteinu ARSA. Jedna je od 

najčešćih varijanti detektovanih u genu ARSA i nije zabeležena u gnomAD kohorti u 

homozigotnom obliku (Karczewski et al., 2020), a takođe je odsutna i iz naše kontrolne 

grupe. Ne može se isključiti prisustvo varijante u populaciji zdravih kontrola u složenom 

heterozigotnom obliku sa drugom patogenom varijantom. 

I u ovom primeru su funkcionalne studije pokazale redukovanu aktivnost enzima ARSA 

kada je prisutna navedena c.542T>G varijanta (Fluharty et al., 1991). Koliko nam je poznato, 
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do sada, ove dve heterozigotne varijante, osim kod našeg probanda nisu opisane zajedno u 

složenom heterozigotnom obliku kod drugih bolesnika. 

5.2.2. Varijante nejasnog značaja 

 

Proširivanjem panela gena koji se analiziraju povećava se i šansa detektovanja varijanti 

nejasnog značaja. To je jedna od glavnih mana većih panela koji se analiziraju i umnogome 

otežava interpretaciju podataka i samu genetičku analizu i donošenje definitivne odluke o 

dijagnozi datog bolesnika. U našoj studiji detektovane su tri varijante nejasnog značaja kod 

bolesnika sa poremećajima pokreta. 

Patološke varijante u genu PDGFB su u osnovi idiopatske kalcifikacije bazalnih 

ganglija, tip 5 (IBGC5), koja se obično manifestuje progresivnim neurološkim simptomima 

koji su povezani sa kalcifikacijama mozga (Keller et al., 2013). Obolele osobe imaju 

motoričke simptome, kao što su parkinsonizam, teški poremećaj hoda sa zamrzavanjem hoda, 

diskinezije i psihijatrijske manifestacije (Kostić et al., 2011). 

Iako je otkrivena varijanta c.716T>C nova, retka, za koju se predviđa da je patogena 

pomoću in silico alata i nalazi se u očuvanom regionu gena što sve govori u prilog patogenosti 

varijante, naš bolesnik (Tabela 4.6: slučaj br. 1) nema kalcifikacije mozga koje su 

patognomonične za IBGC5. Trenutno su dokazi previše ograničeni da bi se utvrdilo da li ova 

varijanta uzrokuje bolest ili je retka populaciona benigna varijanta. Neophodni su dodatni 

naučni i klinički dokazi da bi se utvrdila njena značajnost. 

Patološke varijante u genu DCTN1 su poznati uzročnici Perijevog sindroma (Perry et 

al., 1975) i distalne nasledne motorne neuropatije, tip 8 (Puls et al., 2003). Naš proband 

(Tabela 4.6, slučaj br.2) kome je detektovana nova heterozigotna varijanta (c.1732G>A) u 

genu DCTN1, ima neke od simptoma Perijevog sindroma, ali ne i one patognomične za ovo 

oboljenje. Data varijanta je in silico predviđena kao patogena od strane većine softvera, 

odsutna je iz svih kontrolnih populacija i nalazi se u očuvanom regionu gena. Međutim, 

trenutno ne postoji dovoljno funkcionalnih dokaza o patogenosti varijante. Dok se sve 

varijante u DCTN1 povezane sa Perijevim sindromom do sada nalaze u egzonu 2 (Farrer et 

al., 2009), naša varijanta se nalazi u egzonu 16. Dalje, varijanta je takođe pronađena kod 

asimptomatske majke bolesnika, mada je poznata smanjena penetrantnost za ovaj gen 

(Newsway et al., 2010). Uzimajući sve navedeno u obzir, verovatno je da varijanta nije 

uzročnik bolesti, a pravi (ako postoji) genetički uzrok bolesti kod ovog probanda je još uvek 

neutvrđen. Trenutno dostupne informacije su oskudne i stoga je nemoguće sa sigurnošću 

odrediti da li je detektovana varijanta patogena ili je retka populacijska benigna varijanta. 

Stoga klasifikujemo varijantu kao varijantu nejasnog značaja. 

Bolesniku sa detektovanom POLG heterozigotnom opisanom varijantom (c.3151G>C) 

postavljena je klinička dijagnoza ataksije (Tabela 4.6, slučaj br.3). Poremećaji izazvani 

patološkim varijantama u genu POLG se nasleđuju autozomno recesivno (Alpers-

Hutenloherov sindrom (AHS), spektar miocerebrohepatopatije u detinjstvu (MCHS), 

mioklonična epilepsija, miopatija i senzorna ataksija (MEMSA), spektar neuropatije i ataksije 

(ANS) i autozomno recesivna spoljašnja progresivna oftalmoplegija, arPEO) i autozomno 

dominantno (autozomno dominantna progresivna spoljašnja oftalmoplegija, tip 1, adPEO) 

(Cohen et al., 2010).  

Njegova porodična istorija bolesti ukazuje da se najverovatnije radi o dominantnom 

oboljenju jer su i njegova majka i baka po majci obolele, odnosno imaju simptome ataksije. 

Majka je testirana i nosilac je iste varijante, dok baka nije testirana. Međutim adPEO kao 

jedino dominantno oboljenje povezano sa uzročnim heterozigotnim varijantama u genu POLG 

je opisano kod bolesnika sa vrlo teškom kliničkom slikom (Komaki et al., 2002; Lewis et al., 

2002), kakvu naš proband i oboleli srodnici ne ispoljavaju. Dalje, svi do sada opisani slučajevi 
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sa ovom varijantom u homozigotnom ili složenom heterozigotnom obliku su imali arPEO i 

tešku kliničku sliku, koja nije u skladu sa kliničkim fenotipom naše porodice (Formichi et al., 

2016; Mancuso et al., 2004). Međutim, Mancuso i saradnici su takođe prijavili nekoliko 

heterozigotnih pojedinaca koji su bili ili potpuno normalni ili oligosimptomatski bez ptoze ili 

oftalmoplegije sa migrenom i psihijatrijskim poremećajima (Mancuso et al., 2004). 

Naša pretpostavka je da bi se naš slučaj mogao objasniti kao redak slučaj fenotipske 

ekspresije recesivne patološke varijante kod heterozigotnih nosilaca, što bi objasnilo njihovu 

blažu kliničku sliku. Uzimajući u obzir sve navedeno, trenutno nema dovoljno dokaza da bi 

otkrivenu POLG varijantu definisali kao uzrok bolesti u ovoj porodici. Iz tog razloga ovu 

varijantu klasifikujemo kao varijantu nejasnog značaja. 

 

Kod svih navedenih bolesnika sa varijantama nejasnog značaja neophodni su dalji 

naučni i klinički dokazi da bi se ustanovila povezanost varijante sa kliničkom dijagnozom 

bolesnika. Takođe, kod ovih slučajeva ne može se isključiti prisustvo druge varijante koja 

izaziva bolest u genima koji nisu obuhvaćeni panelom klinički egzom, u dubokim intronskim 

ili promotorskim regionima ili bilo koje složene strukturne varijante. 

 

5.2.3. Analiza parova srodnika 
 

Od tri para obolelih srodnika (braća, sestre) kod kojih je analiziran panel klinički 

egzom, samo u jednom paru sa ataksijom otkrivena je zajednička patogena varijanta u klinički 

relevantnom SYNE1 genu. Međutim, kod oba bolesnika, primećena je samo varijanta sa 

jednim alelom kao navodni uzrok autozomno recesivne bolesti. Njihova sestra takođe 

pokazuje znake bolesti, ali ona nije analizirana u ovoj studiji. Takav pedigre sa 

asimptomatskim roditeljima sugeriše autozomno recesivni obrazac nasleđivanja. 

Homozogotne ili složene heterozigotne patogene i verovatno patogene varijante u genu 

SYNE1 su odgovorne za nastanak autozomno recesivne spinocerebelarne ataksije tip 8 

(OMIM:610743) (Gros-Louis et al., 2007).  

 

5.3. Algoritam za genetičko testiranje bolesnika sa neurodegenerativnim 

bolestima u populaciji Srbije 
 

Uzrok bolesti kod familijarnih slučajeva je uglavnom genetička patološka varijanta, pa 

je kod ovih bolesnika veća verovatnoća detekcije uzročne patološke varijante u poređenju sa 

sporadičnim slučajevima. Kada su u pitanju naši bolesnici pokazano je da je od devet 

bolesnika sa detektovanom patološkom uzročnom varijantom šest sa porodičnom istorijom 

bolesti a tri su sporadična slučaja. Odnosno, od 57 bolesnika uključenih u ovu studiju, 20 je sa 

porodičnom istorijom bolesti od čega je kod njih sedam detektovan genetički uzrok bolesti 

(35%), a 37 je sporadični slučaj, od čega je kod samo dva bolesnika detektovan genetički 

uzrok bolesti (5,4%). Naši rezultati su u skladu sa prethodno urađenim studijama gde je 

takođe pokazan veći dijagnostički prinos kod familijanih (60%) u odnosu na sporadične 

slučajeve (24%) (Sun et al., 2021). Međutim, neke studije su pokazale da je veći dijagnostički 

prinos genetičkog testiranja postignut kod sporadičnih slučajeva (Fogel et al., 2014), što 

ukazuje na to da su i familijarni i sporadični slučajevi kandidati za genetičko testiranje.  

Takođe, uz dodatan biohemijski i radiološki nalaz postavljanje definitivne dijagnoze je 

znatno olakšano čime se takođe smanjuje i broj diferencijalnih dijagnoza. U ovoj studiji je 
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kod većine bolesnika sa detektovanom genetičkom uzročnom varijantom neki prethodni nalaz 

krvi ili radiološki nalaz ukazivao na dato oboljenje. Međutim, u brojnim studijama je 

pokazano da normalan radiološki nalaz ili biohemijski nalaz krvi, pogotovo u ranom početku 

bolesti, ne isključuje postojanje datog oboljenja (Chiapparini et al., 2011). To ukazuje na 

važnost genetičkog testiranja i njegovu prednost u odnosu na druge analize koje se sprovode. 

Kod bolesnika sa poremećajem pokreta kod najmanje troje njih sa utvrđenim genetičkim 

uzrokom rezultati radioloških i/ili biohemijskih analiza su ukazivali na dato oboljenje. To su 

slučaj br. 4 (Tabela 4.5) kod koga je detektovan povišen nivo alfafetoproteina, zatim kod 

slučaja br. 3 (Tabela 4.5) je postojao specifičan nalaz na MRI (eye-of-the-tiger), dok je kod 

slučaja br. 5 (Tabela 4.5) bila snižena aktivnost enzima arilsulfataze A. U primeru bolesnika 

sa kognitivnim poremećajima, najčešće je specifičan nalaz na FDG-PET (engl. Positron 

Emission Tomography with [18F] fluorodeoxyglucose, FDG-PET) skeneru govorio u prilog 

datog oboljenja. Poznato je da se osim po kliničkoj slici, histopatološkim i genetičkim 

nalazima, AD i FTD razlikuju po hipometabolizmu glukoze koji se uočava FDG-PET 

skenerom. Tako, kod FTD-a hipometabolizam glukoze je uočen u prednjim regijama, a kod 

AD-a u zadnjim regijama mozga (Foster et al., 2007). 

Uglavnom se smatra da su bolesti ranog početka asocirane sa genetičkim uzrokom a da 

se bolesti kasnog početka generalno smatraju multifaktorskim (Reitz et al., 2020). U ovoj 

studiji kod bolesnika sa motornim poremećajima gde je utvrđen genetički uzrok oboljenja 

prosek godina početka bolesti je 32,2 godine, a kod negativnih je 38 godina. Kod bolesnika sa 

kognitivnim poremećajem prosek godina početka bolesti je sličan u grupi sa pozitivnim i 

negativnim genetičkim nalazom (52,75 kod pozitivnih i 51 kod negativnih).  

Doprinos rezultata ove studije je, pored uspostavljanja brže i preciznije dijagnoze 

bolesnicima sa kognitivnim poremećajima i poremećajima pokreta, davanje smernica za 

opredeljenje u daljoj molekularno genetičkoj dijagnostici bolesnika sa ovim grupama 

poremećaja. U slučaju postojanja specifičnog fenotipa koji ukazuje na dato oboljenje, kod 

većeg broja bolesnika može se uraditi analiza panela koji se sastoji od nekoliko gena (custom 

panel). Ciljani NGS genski paneli sa visokom pouzdanošću sekvenciranja i dubokom 

pokrivenošću uključenih gena, značajno smanjuju troškove i olakšavaju interpretaciju 

rezultata (Lin et al., 2012). Uzimajući u obzir panel klinički egzom od 4813 gena, glavne 

prednosti bi bile prihvatljivi finansijski troškovi, obezbeđeni komercijalni kitovi i 

bioinformatička podrška, manje podataka za analizu i manja verovatnoća detekcije slučajnih 

nalaza (Okazaki et al., 2016; Chérot et al., 2018; Gieldon et al., 2018; Pajusalu et al., 2018). 

Glavni nedostatak je što ne može da otkrije nove gene koji izazivaju bolesti, već je ograničen 

na one poznate. Njegova glavna primena bi bila kod klinički i genetički heterogenih oboljenja , 

posebno kada postoji manji broj bolesnika određenih fenotipski heterogenih karakteristika. U 

tom slučaju custom panel ne bi bio pogodno rešenje zbog malog broja kandidata za analizu, a 

sekvenciranje po Sangeru se takođe može isključiti kao opcija ukoliko gen ima veći broj 

egzona ili ako je više gena u osnovi date bolesti.   

Rezultati pojedinih studija su ukazali da se kod Mendelovskih bolesti sekvenciranjem 

celog egzoma postiže slična detekcija uzročnih varijanti kao i primenom manjih genskih 

panela, što znači da se upotrebom manjih genskih panela može pokriti više od 98% uzročnih 

varijanti detektovanih WES-om (LaDuca et al., 2017).  

Međutim, iako nije dostupno manjim genetičkim centrima (poput našeg) zbog zahtevne 

implementacije i interpretacije rezultata, sekvenciranje celog egzoma je korak koji treba 

uraditi nakon dobijanja negativnih genetičkih rezultata upotrebom prethodno navedenih 

manjih panela. Brojne studije su pokazale dijagnostički značaj WES-a. Nedavna studija koja 

je sprovedena na 35 bolesnika iz 22 porodice sa ataksijom a koja je koristila sekvenciranje 

čitavog egzoma za analizu, postavljena je definitivna molekularna dijagnoza kod 64% 

porodica (Pyle et al., 2015). U drugoj studiji, koja je takođe obuhvatala bolesnike sa 
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ataksijom, nađene su klinički relevantne genetičke varijante kod 61% ispitanika upotrebom 

metode sekvenciranja čitavog egzoma (Fogel et al., 2014). Postoje brojne studije koje su 

otkrile nove gene u osnovi ataksija (Wang et al., 2010) kao i nove patološke varijante u već 

poznatim genima povezanim sa ataksijom (Li et al., 2013) koristeći metodu sekvenciranja 

čitavog egzoma.  

 

5.4. Algoritam za bioinformatičku analizu podataka dobijenih 

sekvenciranjem panela klinički egzom kod bolesnika sa neurodegenerativnim 

bolestima u populaciji Srbije 
 

Analiza dobijenih rezultata sekvenciranjem panela klinički egzom rađena je pomoću 

dostupne platforme za analizu, odnosno Ilumina Variant studio softvera kao i uz pomoć 

prethodno razvijenog toka rada na Institutu za medicinsku genetiku u Ljubljani. Analizom 

podataka softverom Variant Studio dobijen je rezultat za osam bolesnika opisanih u ovoj tezi. 

Kod dodatnog devetog bolesnika (sa varijantom u genu TUBB4A) varijanta je otkrivena uz 

pomoć razvijenog niza softvera za analizu. Mogući razlozi za dobijanje podataka u genu koji 

nije uključen u panel od 4813 gena dati su u prethodnom poglavlju. U ovom primeru bi mogli 

zaključiti da u prvom koraku tercijarne analize podataka dobijenih NGS-om možemo 

primeniti dostupnu platformu za analizu, poput Variant studio softvera, gde bi primenom 

određenih filtera došli do željenih rezultata. Kod genetički negativnih bolesnika, svakako bi 

trebalo raditi celokupnu analizu upotrebom toka rada, jer se u našem slučaju to pokazalo kao 

efikasno iz razloga što smo detektovali varijantu u genu koji nije u panelu klinički egzom. Na 

taj način smo rešili dijagnostičku odiseju jedne porodice. 

U prethodnim studijama pokazana je korisnost softvera Variant Studio u tercijarnoj 

analizi podataka dobijenih sekvenciranjem panela klinički egzom, gde je ovim pristupom 

otkriven i novi gen u osnovi poznatog oboljenja (Andjelkovic et al., 2018). Takođe je 

pokazano i u drugim studijama da je upotreba softvera Variant Studio uspešan deo 

dijagnostičkog algoritma za detekciju genetičkog uzroka određenih oboljenja (Yamamoto et 

al., 2016; Stevanovic et al., 2021). 

S druge strane korisnost ovde toka rada za analizu podataka pokazana je u brojnim 

studijama koje su se bavile sekvenciranjem panela klinički egzom, sekvenciranjem celog 

egzoma i sekvenciranjem celog genoma (Maver et al., 2016; Babić Božović et al., 2021; 

Bergant et al., 2021). 

Prema našim saznanjima ovo bi bila prva sudija u kojoj su korišćena oba načina za 

analizu podataka dobijenih sekvenciranjem panela klinički egzom i dobijeni rezultati 

umnogome pomažu u našem daljem izboru metoda za analizu podataka. 
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6. ZAKLJUČCI 
 

 
Na osnovu dobijenih rezultata možemo zaključiti sledeće: 

 

1. U ovom istraživanju bavili smo se utvrđivanjem genetičke osnove kod 15 nesrodnih 

bolesnika sa kognitivnim poremećajima i 42 bolesnika sa poremećajem pokreta (od kojih su 

36 nesrodnih i tri para srodnih bolesnika) analizom panela klinički egzom.  

2. Detektovali smo 11 jednonukleotidnih patoloških varijanti kod devet bolesnika  

(PSEN1 c.416T>C, PSEN1 c.799C>A i OPTN c.403G>T, TUBB4A c.1174T>C, MFSD8 

c.923A>G i c.754+2T>A, PANK2 c.1583C>T i c.1213T>G, SETX c.5825T>C, ARSA 

c.763G>A i c.542T>G), čime je postignut ukupan dijagnostički prinos od 16,7% (odnosno 

dijagnostički prinos u kohorti bolesnika sa kognitivnim poremećajima je 26,7%, dok je kod 

bolesnika sa poremećajima pokreta prinos 12,8%).  

3. Kod dodatna tri bolesnika detektovali smo tri varijante nejasnog značaja u genima 

PDGFB (c.716T>C), DCTN1 (c.1732G>A) i POLG (c.3151G>C) koje mogu predstavljati 

potencijalni uzrok bolesti datih bolesnika i za koje su neophodne dodatne analize kako bi se 

definitivno utvrdio njihov značaj.  

4. Od tri para obolelih srodnika (braća, sestre) kod kojih je analiziran panel klinički 

egzom, samo kod jednog para sa ataksijom otkrivena je zajednička patogena heterozigotna 

varijanta (c.12009dupA) u klinički relevantnom SYNE1 genu. 

5. U populaciji 200 zdravih kontrola iz Srbije prisutna je samo SETX c.5825T>C 

varijanta u heterozigotnom obliku kod jedne zdrave kontrole.  

6. Genotip bolesnika sa detektovanim uzročnim varijantama odgovara fenotipu 

opisanom za dati gen. 

7. U našoj kohorti bolesnika sa poremećajima pokreta i kognitivnim poremećajima je 

pokazano da se češće dobija pozitivan genetički nalaz: 

 ukoliko postoji pozitivna porodična anamneza za dato oboljenje; 

 kada se simptomi bolesti ispolje u ranijem životnom dobu; 

 kada dodatne biohemijske i radiološke analize ukazuju na dato oboljenje.  

8. Pokazano je i da se uspešnost bioinformatičke analize podataka dobijenih 

sekvenciranjem panela klinički egzom ogleda u kombinaciji već dostupnih platformi za 

analizu i primene novorazvijenog algoritma toka rada.  
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8. Prilozi 
 

8.1 Prilog 1- Dozvola Etičkog komiteta Univerzitetskog Kliničkog centra  
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       8.2 Prilog 2 
 

Tabela 8.2.1: standardni genetički testovi prethodno implementirani u dijagnostiku 

neuroloških oboljenja u laboratoriji za molekularni u genetičku dijagnostiku neuroloških 

obolenjena Klinike za Neurologiju, UKCS, Beograd, Srbija 
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ex1,9-13; GRN-od 0 do 12; 
VCP-ex5  

Fragment analiza, 

sekvenciranje po 
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promotor – ex 6; PNKD-ex 1 i 

2; SLC2A1-od 1 do 10; PRRT2- 

ex 1-4; PANK2-ex 5 i 6; 

ATP7B-ex 5,8,13,14,15; NPC1-
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