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Naslov: Zastupljenost ekspanzija heksanukleotidnih ponovaka u nekodiraju¢em regionu gena
C90rf72 kod razlicitih neurodegenerativnih bolesti

Sazetak:

Otkri¢e ekspanzija heksanukleotidnih GGGGCC ponovaka u nekodirajuéem regionu gena C90rf72
predstavlja znacajan doprinos rasvetljavanju geneticke osnove amiotrofi¢ne lateralne skleroze i
frontotemporalne demencije. Godinama unazad, istrazivanja su fokusirana i na otkrivanje njihove
potencijalne uloge i u drugim neurodegenerativnim oboljenjima. U ovoj studiji odredivana je
veli¢ina C90rf72 alela kod nekoliko neurodegenerativnih oboljenja metodama fluorescentnog PCR-
a, repeat-primed PCR-a i Southern blot metodom. Takode, dat je prikaz klini¢kih parametara kao i
njihove korelacije sa velicinom C9orf72 alela.

Heterozigotna ekspanzija u genu C9orf72 uocena je kod 31/383 (8,09%) bolesnika sa
dijagnozom ALS, 9/129 (6,98%) sa FTD, 2/49 (4,08%) sa atipicnom demencijom i kod 7/22
(31,82%) sa ALS/FTD fenotipom. Ekspanzija nije registrovana kod bolesnika sa bole$¢u sli¢noj
Hantingtonovoj bolesti (80 bolesnika), MSA (44 bolesnika), PSP (73 bolesnika), BKP (118
bolesnika), AB (176 bolesnika) kao ni kod zdravih kontrola (96 ispitanika). Ukupno 6 bolesnika su
bili nosioci intermedijerne veli¢ine ponovaka na duzem alelu: 1/383 (0,26%) kod ALS, 2/80 (2,5%)
kod fenokopije HB, 1/73 (1,37%) kod PSP, 1/129 (0,78%) kod FTD i 1/176 (0,57%) kod bolesnika
sa AB kao i kod 3/5 (60%) asimptomatska ¢lana jedne porodice. Jedan ALS nosilac ekspanzije na
kracem alelu imao je intermedijernu veli¢inu ponovaka dok su ostali nosioci ekspanzije u ALS,
FTD i sa atipiénom demencijom imali manje od 20 ponovaka na kra¢em alelu. Najvecu ucestalost u
okviru grupe normalnih alela kod svih oboljenja imali su aleli sa 2, 5 i 8 ponovaka.

Dobijeni rezultati naglaSavaju znacaj geneti¢kog testiranja na prisustvo ove ekspanzije kod
bolesnika sa ALS, FTD, ALS/FTD i bolesnika sa atipi¢cnom demencijom sa teritorije Srbije.

Kljuéne re¢i: GGGGCC, C9orf72, ekspanzija, amiotrofi¢na lateralna skleroza, frontotemporalna
demencija, ALS/FTD, atipi¢na demencija, korelacija
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Title: The prevalence of hexanucleotide repeats expansions in the non-coding region of the C9orf72
gene in different neurodegenerative disorders

Abstract:
The discovery of the hexanucleotide GGGGCC repeats expansion in the non-coding region of the
C9orf72 gene represents a significant contribution to the genetic basis of amyotrophic lateral
sclerosis and frontotemporal dementia. A years back, research is focusing and on discovering their
potential role in other neurodegenerative disorders as well. In this study, the size of the C9orf72
allele in different neurodegenerative disorders has been determined with methods of fluorescent
PCR, repeat-primed PCR and Southern blot. Also, clinical parameters were described as well as
their correlation with C9orf72 allele repeat size.

Heterozygous expansion in C9orf72 gene was registered in 31/383 (8,09%) patients with
ALS, 9/129 (6,98%) with FTD, 2/49 (4,08%) with atypical dementia, and in 7/22 (31,82%)
ALS/FTD phenotype. The expansion was not registered in patients with HD like (80 patients), MSA
(44 patients), PSP (73 patients), MCI (118 patients), AB (176 patients) nor in healthy controls (96
respondents). In total, 6 patients were carriers of the intermediate repeats size on the longer allele
(1/383 (0,26%) in ALS, 2/80 (2,5%) in HD-like, 1/73 (1,37%) in PSP, 1/129 (0,78%) in FTD, and
in 1/176 (0,57%) patients with AD) as well as 3/5 (60%) asymptomatic family members. One ALS
expansion carrier on the shorter allele had intermediate repeats, while the rest of the expansion
carriers in ALS, FTD, and atypical dementia had less than 20 repeats on the shorter allele. In all
examined disorders, the highest frequency of the repeat size in the wild-type range had alleles with
2, 5, and 8 repeats.

The obtained results emphasize the significance of genetic testing in patients with ALS,
FTD, ALS/FTD, and patients with atypical dementia in Serbia.

Key words: GGGGCC, C9orf72, expansion, amyotrophic lateral sclerosis, frontotemporal
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1.UvOD

Neurodegenerativne bolesti obuhvataju oboljenja nervnog sistema kod kojih dolazi do
oStetenja 1 gubitka nervnih c¢elija usled brojnih etioloSkih faktora. lako su za mnoga
neurodegenerativna oboljenja poznati geneti¢ki uzroci i postoji direktna uzro¢na veza izmedu
genotipa i fenotipa, vecina njih je jo§ uvek nedovoljno razjasnjena, a u njihovom nastanku pored
genetickih uzroka ucestvuju i1 brojni faktori spoljasnje sredine. Imajuéi to u vidu, geneticka osnova
neurodegenerativnih bolesti predstavlja kompleksno polje istrazivanja zbog Cestog preklapanja
klini¢ke slike izmedu razli¢itih oboljenja, sto otezava postavljanje precizne dijagnoze.

Jedan od takvih primera predstavljaju amiotroficna lateralna skleroza (ALS) i
frontotemporalna demencija (FTD), dva oboljenja kod kojih moze do¢i do preklapanja (ALS/FTD)
klini¢kih i neuropatoloskih karakteristika (Lillo and Hodges, 2009), a ¢iju molekularnu osnovu je
povezao gen C9orf72.

1.1 Gen C9orf72

1.1.1 Struktura i pozicija gena C9orf72

O klini¢koj povezanosti ALS-a i FTD-a zna se godinama unazad (Hudson, 1981, Cavalleri
and De Renzi, 1994, Lomen-Hoerth et al., 2002), a sa razvojem tehnologija molekularne genetike
dobijaju se 1 podaci o njihovoj genetickoj povezanosti.

Od izuzetnog znacaja bilo je istrazivanje koje je obuhvatilo ¢lanove 15 porodica obolelih od
ALS-a, FTD-a kao i sa ALS/FTD preklapaju¢im fenotipom pracenih vise generacija, kada je
analizama vezanosti (eng. linkage analysis) mapiran lokus na kratkom kraku hromozoma 9 (9p)
povezan sa ovim oboljenjima (Vance et al., 2006, Morita et al., 2006, Valdmanis et al., 2007, Luty
et al., 2008, Le Ber et al., 2009, Boxer et al., 2011). Dalja istrazivanja u studijama asocijacije u
¢itavom genomu (eng. genome-wide association studies, GWAS) kod ALS (van Es et al., 2009b,
Shatunov et al., 2010, Laaksovirta et al., 2010), kao i FTD bolesnika (Van Deerlin et al., 2010),
ucvrstila su saznanja o povezanosti ovih oboljenja sa lokusom na hromozomomu 9, $to je potom
dovelo do identifikacije haplotipa rizika na poziciji 9p21 sa ucestalos¢u od 47,3% medu
familijarnim oblicima ALS-a u populaciji Finske (Laaksovirta et al., 2010). Ovom studijom iz 2010.
godine napravljen je korak blize ka identifikaciji zajednickog genetickog uzroka ALS-a i FTD-a.
Kasnije, meta analiza GWAS studija pokazuje da haplotip rizika na hromozomu 9p21 postoji u
osnovi ALS-a i FTD-a u nekoliko razli¢itih populacija i prisutan je kod nekoliko porodica
prethodno vezanih za isti region, sugerisuéi postojanje efekta osnivac¢a (Mok et al., 2012a).

Mutacija u nekodiraju¢em regionu gena C90rf72 u vidu ekspanzije heksanukleotidnog niza
GGGGCC identifikovana je 2011. godine od strane dva nezavisna istrazivacka tima ¢ime je |
potvrdena geneticka veza izmedu ALS-a i FTD-a (Renton et al., 2011, DeJesus-Hernandez et al.,
2011).

Humani gen C9orf72 (hromozom 9 otvoreni okvir citanja 72 (eng. chromosome 9 open
reading frame 72)) smesten je na kratkom kraku hromozoma 9 na poziciji 21.2 (9p21.2) i kodira za
heksanukleotidnih ponovaka, GGGGCC, smesten je upravo izmedu ovih nekodiraju¢ih egzona.
Koris¢enjem razlic¢itih promotora i alternativnom obradom nastaju tri varijante informacione RNK
(iIRNK) pri ¢emu se nekodirajuéi egzoni la i 1b razli¢ito ugraduju u zrelu iRNK i GGGGCC niz
moze biti smesten ili u promotorskom regionu (transkriptna varijanta V1) ili u intronu 1
(transkriptne varijante V2 i V3) (Slika 1) (Renton et al., 2011, DeJesus-Hernandez et al., 2011).
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Slika 1. Sematski prikaz strukture gena C9orf72 i transkripata nastalih alternativnom transkripcijom
i obradom. Pravougaonici predstavljaju kodiraju¢e egzone (bez boje) i nekodirajuce egzone (sivo
obojeni). Crtice izmedu bezbojnih pravougaonika oznacavaju granicu izmedu dva egzona.
Oznacene su pozicije start kodona (ATG) kao i stop kodona (TAA). Pozicija heksanukleotidnog
niza (GGGGCC), u genomskoj DNK (gDNK) kao i u transkripcionim varijantama oznaena je
crvenom bojom. Prilagodeno prema Delesus-Hernandez et al., 2011.

1.1.2 Funkcija proteina C9orf72

Transkripcione varijante V1 i V3 kodiraju duzu formu C9orf72 proteina sastavljenu od 481
aminokiseline, dok varijanta V2 kodira protein od 222 aminokiseline (DeJesus-Hernandez et al.,
2011). Ove transkripcione varijante su eksprimirane u razli¢itim regionima mozga, jetri, bubrezima,
plu¢ima, srcu, testisima kao i u limfoblastima (DeJesus-Hernandez et al., 2011), a visok nivo
ekspresije ovog proteina zapazen je u cerebelumu (Renton et al., 2011). U neuronima
neuroanatomskih regiona koji su zahvaceni kod ALS i FTD bolesnika, C9orf72 protein ima
predominantno citoplazmatsku i lokalizaciju u regionu sinapse (DeJesus-Hernandez et al., 2011),
dok je u kontrolnim humanim ¢elijskim linijama fibroblasta i ¢elijskim linijjama motornog neurona
misa (NSC-34) ovaj protein predominantno smesten u jedru (Renton et al., 2011). C9orf72 ima
razli¢itu lokalizaciju u ¢elijama ALS bolesnika pri ¢emu je duza izoforma difuzno rasporedena u
citoplazmi neurona i pokazuje strukture sli¢ne pegama u cerebelarnim Purkinjeovim ¢elijama, dok
je kraca izoforma kod zdravih neurona prisutna u jedarnoj membrani, a kod obolelih dolazi do
promene lokalizacije u plazma membranu (Xiao et al., 2015).

C9orf72 protein pokazuje visoku homologiju sa familijom proteina koji sadrze DENN
domen (Diferencijalno eksprimiran u normalnim i neoplasticnim c¢elijama (eng. Differentially
expressed in normal and neoplastic cells)) (Levine et al., 2013, Zhang et al., 2012) pa je za njega
predlozen naziv DENNL72 (eng. DENN like 72) (Levine et al., 2013). Jedna od karakteristika ovog
proteina je i evolutivna oCuvanost, a 0 hjegovom ranom pojavljivanju u evoluciji eukariota govori
prisustvo i kod poslednjeg zajednickog pretka eukariota (Zhang et al., 2012, Levine et al., 2013).
Kod vecine eukariota prisutna je samo jedna kopija gena po haploidnom setu, izuzetak su
Entamoeba i Trichomonas koji poseduju vise podfamilija, dok je C9orf72 odsutan je kod insekata,
biljaka i vecine gljiva (izuzev Rhizopus) (Zhang et al., 2012, Levine et al., 2013).
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Bioinformaticka istrazivanja Zhang i saradnika 2012, i Levine i saradnika 2013, nagovestila
su mogucu ulogu ovog proteina u membranskom transportu. Dalja istrazivanja na ¢elijskim linijama
neurona, primarnih kortikalnih neurona i humanih motornih neurona ki¢cmene mozdine pokazala su
kolokalizaciju C9orf72 proteina sa Rab proteinima i njegovu ulogu u autofagiji i transportu kroz
endozome (Farg et al., 2014). Gubitak C9orf72 kod miseva vodi nastanku izmenjenog imunog
odgovora u makrofagima i mikroglijalnim celijama (O'Rourke et al., 2016), uveéanja slezine i
limfnih ¢vorova (O'Rourke et al., 2016, Burberry et al., 2016, Atanasio et al., 2016) kao i razvoju
autoimunog fenotipa (Atanasio et al., 2016, Burberry et al.,, 2016). Na kulturama primarnih
embrionskih motoneurona misa pokazan je uticaj C9orf72 na duzinu aksona i veli¢inu konusa rasta
(Sivadasan et al., 2016).

1.1.3 Klini¢ko-geneti¢ki znataj GGGGCC ekspanzije u genu C9orf72

Broj heksanukleotidnih ponovaka u genu C9orf72 varira od 2 do preko 4000 ponovaka
(Delesus-Hernandez et al., 2011, Renton et al., 2011, Beck et al., 2013, Buchman et al., 2013, van
Blitterswijk et al., 2013, Gijselinck et al., 2016), a njihova patogenost zavisi od veli¢ine
ekspandovanog niza. Iako ta¢na granica koja deli normalan broj ponovaka od patoloskog nije jasno
definisana, ve¢ina autora smatra da je preko 30 ponovaka patogeno (Renton et al., 2011, Majounie
et al., 2012b, Cannas et al., 2015). Takode, postoje razliiti stavovi o veli¢ini intermedijernih
ponovaka: 20-30 ponovaka (Majounie et al., 2012b, Nuytemans et al., 2013), 7-24 (van der Zee et
al., 2013), 12-21 (Benussi et al., 2014), 20-29 (Xi et al., 2012, Cannas et al., 2015), 7-30 (Pamphlett
et al., 2012), 9-30 ponovaka (Serpente et al., 2021), 7-45 i 20-45 (Kaivola et al., 2019). Neki autori
smatraju da se aleli koji nose manje od 20 ponovaka smatraju normalnim alelima odnosno ,,wild
type “ (Renton et al., 2011, Majounie et al., 2012b, Cannas et al., 2015).

Veli¢ina intermedijernih alela moze se menjati kroz generacije uglavnom putem paternalne
transmisije, §to je pokazano na kontrolnim uzorcima u studiji iz 2013. godine. Sve tri
medugeneracijske promene intermedijernog alela u navedenoj studiji bile su vezane za haplotip
rs3849942 A sugerisu¢i manju stabilnost ponovaka na ovom haplotipu (Beck et al., 2013). Uloga
intermedijernih ponovaka u ALS-u i drugim neurodegenerativnim bolestima nije dovoljno poznata.
U literaturi, podaci pokazuju da intermedijerni ponovci mogu predstavljati rizik za
neuropsihijatrijske simptome, ali nisu direktno povezani sa razli¢itim neurodegenerativnim
oboljenjima ukljucuju¢i ALS (Ng and Tan, 2017). Sa druge strane, neke studije i meta analize
govore u prilog tome da intermedijerni aleli mogu biti uzroc¢nici bolesti kod ALS-a (Byrne et al.,
2014, lacoangeli et al., 2019). Ne postoji mnogo podataka o ulozi intermedijernih ponovaka kod
Parkinsonovoj bolesti-sli¢nih oboljenja, ali interestantan je nalaz kod slucajeva autopsijom
potvrdene kortikobazalne degeneracije koji ukazuje da ekspanzije ponovaka intermedijarne duZine
(gde je primenjena minimalna granica od 17 ponovaka) mogu biti faktor rizika za kortikobazalnu
degeneraciju (Cali et al., 2019). Dobijeni podaci iz tog istrazivanja baziranog na celijskim
modelima sa intermedijernim ponovcima, pokazali su da su putevi genske ekspresije povezani sa
transportom vezikula i autofagijom izloZeni brojnim promenama (Cali et al., 2019). U okviru
oboljenja multipla sistemska atrofija (MSA), aleli intermedijerne veli¢ine su prijavljeni u jednoj
studiji u kineskoj populaciji kod jednog bolesnika (20 GGGGCC ponovaka) (Chen et al., 2016a),
kao 1 u italijanskoj studiji gde je 4% MSA bolesnika bilo nosilac veli¢ine alela 20-30 ponovaka
(Bonapace et al., 2022). Prisustvo intermedijernih alela smanjuje aktivnost promotora gena C9orf72
(ukoliko se intermedijernim alelima smatraju veli¢ine 7-24 ponovka), pri ¢emu je smanjena
aktivnost od 52% prisutna kod alela sa 24 ponovka u odnosu na alel sa 2 ponovka (van der Zee et
al., 2013). Takode, smanjena aktivnost promotora gena C9o0rf72 registrovana je i na celijskim
linijama humanih bubrega (HEK293T) gde je pokazan postepeni pad aktivnosti promotora do 57%
za varijantu gena sa 24 ponovka, $to je bilo znafajno nize u odnosu na varijantu gena sa 19
ponovaka (Gijselinck et al., 2016). U literaturi je zabelezen interesantan slucaj sa 21 GGGGCC
ponovkom kod bolesnice sa dugom istorijom psihijatrijskih tegoba i kasnijom pojavom
progresivnog cerebelarnog sindroma, piramidalnih i ekstrapiramidalnih znakova, kognitivhim
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tegobama u vidu BKP kao i poremecajem spavanja poznatom kao “rapid eye movement sleep
behaviour disorder” (Meloni et al., 2017).

O patoloskim heksanukleotidnim C9orf72 ponovcima postoji mnogo podataka u literaturi.
Jednu od karakteristika ovih heksanukleotidnih ekspanzija ¢ini somatska nestabilnost (DeJesus-
Hernandez et al., 2011, Beck et al., 2013) §to znaci prisustvo razli¢itog broja ponovaka u razli¢itim
¢elijama jednog organizma. Znatna varijacija u broju ponovaka detektovana je u cerebelumu,
frontalnom korteksu i ¢elijama krvi, pri ¢emu je manji broj ponovaka registrovan u cerebelumu u
odnosu na frontalni korteks i krv (van Blitterswijk et al., 2013). Pored varijacije ponovaka medu
razli¢itim tkivima jedne osobe (Dols-Icardo et al., 2014, Fratta et al., 2015), zapazene su i varijacije
medu ¢lanovima porodice kao i kod monozogotnih blizanaca (Dols-Icardo et al., 2014). IstraZivanje
koje je obuhvatilo nervna i druga tkiva kod ALS i FTD bolesnika sa registrovanom ekspanzijom
GGGGCC ponovaka u celijama krvi, pokazalo je da postoji varijacija u broju ponovaka izmedu
razli¢itih tkiva posmatranih kod svakog bolesnika (intra-individualna varijacija), dok je varijacija
broja ponovaka u okviru svake grupe tkiva bila manja (inter-individualna varijacija) sugerisuéi o
postojanju moguéeg uticaja odredenih karakteristika tkiva na nestabilnost ponovaka, te veli¢inu
ekspanzije (Nordin et al., 2015). Zanimljivo je da kod kod ponovaka iz opsega 20-27 nije uoc¢ena
navedena karakteristika somatske nestabilnosti (Fratta et al., 2015).

Neka od istrazivanja pokazuju da broj ekspandovanih ponovaka moze da korelise sa
odredenim klinickim parametrima kao $to su vreme pocetka bolesti i duzina prezivljavanja. Broj
ponovaka u frontalnom korteksu FTD bolesnika pozitivno korelise sa godinama pocetka bolesti sa
slicnim rezultatima za godine bolesnika u trenutku uzorkovanja krvi (van Blitterswijk et al., 2013).
Medutim, kada je posmatrana ¢itava kohorta sastavljena od FTD, BMN (bolest motornog neurona) i
BMN/FTD bolesnika ova korelacija nije uo¢ena. U istom istrazivanju manji broj ponovaka u
cerebelumu doprinosio je duzem prezZivljavanju kod FTD bolesnika kao i u celokupnoj kohorti.
Takode, negativna korelacija veli¢ine ponovaka u krvi i trajanja bolesti, odnosno prezivljavanja
primecena je kod FTD bolesnika (Suh et al., 2015).

Kod ALS bolesnika manji broj ponovaka u cerebelumu i parijetalnom reznju u korelaciji je
sa ranijim pocetkom bolesti, a ve¢i broj ponovaka u parijetalnom reznju korelisao je sa brzom
progresijom oboljenja (Nordin et al., 2015). U celijama krvi takode postoji pozitivna korelacija
izmedu godina pocetka bolesti bolesnika i veli¢ine ekspandovanih ponovaka, kao i godina Zivota
bolesnika u trenutku uzorkovanja i veli¢ine ekspandovanih ponovaka (Cammack et al., 2019), ali
veli¢ina niza ne koreli$e znacajno sa prezivljavanjem (Suh et al., 2015).

Sa druge strane, postoje podaci 0 inverznoj korelaciji godina pocetka bolesti i veli¢ine
ekspanzija, kada se veli¢ina ekspanzija grupiSe na kratke ekspanzije koje imaju 45-80 ponovaka i
duze ekspanzije, sa preko 80 ponovaka, sto se povezuje sa razli¢itim metilacionim statusom ove dve
grupe ekspanzija (Gijselinck et al., 2016). O uticaju metilacije na GGGGCC ponovke bice vise
reeno U Poglavlju 1.1.7.

Kako se radi o oboljenjima koja nastaju usled uvecanja broja ponovaka, medu ¢lanovima
porodica nosilaca ove ekspanzije posmatran je i fenomen anticipacije. Inicijalna istrazivanja koja su
dovela do otkrica ekspanzije ovih ponovaka nisu detektovala prisustvo anticipacije medu
analiziranim porodicama (Renton et al., 2011, DeJesus-Hernandez et al., 2011), mada je ponegde
primeceno prisustvo ranijeg pocetka bolesti kod mladih generacija (DeJesus-Hernandez et al.,
2011). Tendencija ranijeg pocetka bolesti kod potomaka u svakoj sledecoj generaciji primecena je U
studiji koja je obuhvatila ¢lanove 16 porodica (Hsiung et al., 2012). Istrazivanje sprovedeno na
ve¢em uzorku analiziranih, 36 porodica iz Belgije, u okviru koga su pracene 4 generacije ¢lanova,
takode je pokazalo trend smanjenja godina pocetka bolesti kod mladih generacija (Van Mossevelde
etal., 2017b).

Takode, u literaturi je zabelezen slucaj sa 56 ponovaka u celijama krvi koliko je nosio
bolestan roditelj, do preko 1100 ponovaka koji su detektovani kod asimptomatskog potomka. U
frontalnom i temporalnom korteksu kao i cerebelumu ovog roditelja zabelezeno je prisustvo vecih
ekspanzija (Gijselinck et al., 2016). Nasuprot tome, registrovan je asimptomatski nosilac ekspanzije
starosti 89 godina sa velicinom C9orf72 alela sa 70 ponovaka, dok je kod njegovih ¢etvoro od
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petoro potomaka zabeleZena ekspanzija najcesce veli¢ine oko 650 i oko 1750 ponovaka u ¢elijama
krvi. Kod 2 potomka postavljena je dijagnoza ALS-a, dok su preostala 2 potomka bila bez
simptoma (Xi et al., 2015a). U kasnijoj studiji je utvrdeno da je asimptomatski nosilac od 70
ponovaka bio mozai¢ni nosilac male i1 velike ekspanzije uz prisustvo razliCitog stepena somatske
nestabilnosti u analiziranim nervnim i drugim tkivima (McGoldrick et al., 2018). Pored uvecanja
broja ponovaka kod potomaka zabeleZeni su i slucajevi gotovo iste Veli¢ine ponovaka u ispitivanom
paru roditelj-dete (Fournier et al., 2019).

Nasuprot uvecanju broja ponovaka prilikom prenosenja u naredne generacije moze do¢i i do
smanjenja broja ponovaka odnosno njihove kontrakcije (Dols-Icardo et al., 2014, Gijselinck et al.,
2016, Jackson et al., 2020, Fournier et al., 2019). Najveéi broj kontrakcija ponovaka (90%) desavao
se preko paternalne transmisije, odnosno usled kontrakcije ponovaka u muskim polnim ¢elijama
(Jackson et al., 2020).

1.1.4 Penetrantnost i ekspresivnost GGGGCC ekspanzije u genu C9orf72

Studija iz 2012. godine ukazuje da heksanukleotidne ekspanzije u genu C9orf72 nisu
penetrantne tj. ne ispoljavaju se u fenotipu ispod 35 godina zivota, sa 58 godina penetrantnost iznosi
50%, dok su skoro potpuno penetrantne sa 80 godina Zivota nosioca (Majounie et al., 2012b).
Istrazivanje na vecoj kohorti bolesnika, pored nepotpune penetrantnosti i vezanosti za godine,
pokazuje i da familijarni i sporadi¢ni slucajevi GGGGCC ekspanzija imaju skoro identi¢nu
penetrantnost, dok je poredenjem slucajeva koji imaju samo ALS ili samo FTD penetrantnost bila
blago uvecana kod ALS nego kod FTD bolesnika (Murphy et al., 2017).

Ispitivanjem uticaja pola isti autori iznose da je kod Zenskog pola pocetak bolesti kasniji u
odnosu na muskarce, pogotovo kod Zena koje imaju bulbarni pocetak ALS-a, dok za spinalni
pocetak ALS-a ta razlika medu polovima nije uoc¢ena. Sveukupno posmatrano, u okviru ALS-a,
spinalni pocetak bolesti ima vec¢u penetrantnost u odnosu na bulbarni pocetak (Murphy et al., 2017).

Ekspanzije GGGGCC mogu dovesti do ALS, FTD ili preklapaju¢eg ALS/FTD fenotipa
(DeJesus-Hernandez et al., 2011, Renton et al., 2011, Marogianni et al., 2019), a njihovo prisustvo
je detektovano i u drugim neurodegenerativnim bolestima (Beck et al., 2013, Marogianni et al.,
2019). C9orf72 ekspanzije registrovane su i kod bolesnika kod kojih je postavljena klinicka
dijagnoza Alchajmerove bolesti (AB) (Cacace et al., 2013, Beck et al., 2013, Woijtas et al., 2012,
Gomez-Tortosa et al., 2016, Mehrabian et al., 2018). U prilog klini¢koj dijagnozi AB sa prisustvom
C90rf72 ekspanzija govore i rezultati iz manjeg broja studija, u kojima je radena autopsija kod samo
nekih C9orf72 nosilaca ekspanzije, pri ¢emu je neuropatoloski nalaz potvrdivao klini¢ku dijagnozu
AB (Kohli et al., 2013, Harms et al., 2013a). Sa druge strane, u studiji iz 2012. godine gde su u
okviru jedne porodice registrovane 4 sestre nosioci C9orf72 ekspanzije (od kojih su 3 imale
klinicku dijagnozu verovatne AB), autopsijom kod 2 nosioca ekspanzije sa dijagnozom AB
neuropatoloski nalaz je ukazivao na FTD sa ubikvitin-pozitivnim, tau-negativnim inkluzijama
ukazujuéi da je inicijalna dijagnoza nosilaca ekspanzije bila amnesticka forma FTD umesto AB
(Majounie et al., 2012a).

U okviru jedne porodice sa ekspanzijom aficirani ¢lanovi mogu imati razli¢ito fenotipsko
ispoljavanje (Renton et al., 2011, Gijselinck et al., 2012). Kompleksnost fenotipskog ispoljavanja
ovih ekspanzija najbolje se moze videti na primerima blizanaca. U slu¢aju monozigotnih blizanaca
ilustrativan je primer dve sestre od kojih je jedna obolela od bulbarnog oblika ALS sa 57 godina
zivota sa kognitivnom ocuvano$¢u, dok je druga sestra bila bez simptoma sa 62 godine zivota, a
njeni kognitivni testovi su pokazali blagi kognitivne abnormalnosti u verbalnim i egzekutivnim
funkcijama koje bi mogli biti prvi znaci FTD. Bliznakinje su bile diskordantne za ALS pet godina
Sto se nije moglo objasniti epigenetickim faktorima niti razlikom u broju ponovaka jer su obe sestre
imale sli¢ne veli¢ine ponovaka (Xi et al., 2014b). Sa druge strane, navodi se primer dizigotnih
blizanaca koji su razvili spinalni oblik ALS u istim godinama Zzivota sa blagom razlikom u
progresiji bolesti i promenom li¢nosti koja se kod jednog blizanca pojavila godinama pre pojave



motornih simptoma bolesti, dok je u istom periodu neuropsiholoskog testiranja egzekutivna
disfunkcija bila prisutna kod oba blizanca (Conforti et al., 2018).

U okviru FTD fenotipa nosioci GGGGCC ekspanzije najcesce ispoljavaju bihejvioralnu
varijantu FTD (bvFTD) (Dobson-Stone et al., 2012, Simon-Sanchez et al., 2012, Boeve et al., 2012,
Van Langenhove et al., 2013, Devenney et al., 2014), mada su nosioci ekspanzije registrovani i kod
bolesnika sa semantiCckom demencijom 1 primarnom nefluentnom progresivhom afazijom
(Majounie et al., 2012b).

Kod nesto manje od polovine bolesnika sa GGGGCC ekspanzijom prisutni su simptomi iz
spektra motornih poremecaja koji obuhvataju tremor, parkinsonizam, mioklonus, distoniju, horeu
kao i ataksiju (Estevez-Fraga et al., 2021). Od posebnog interesa za istrazivanje potencijalne uloge
ekspanzije GGGGCC ponovaka su ova oboljenja koja se prezentuju klinickom slikom
parkinsonizma usled observacije da je upravo prevalencija parkinsonizma povecana kod nosilaca
GGGGCC ekspanzije (Boeve et al., 2012, Simon-Sanchez et al., 2012). Pored parkinsonizma mogu
se javiti i znaci apraksije kao i vizuelne i auditorne halucinacije (Simon-Sanchez et al., 2012).
Klinicka slika parkinsonizma u vidu akinetickog rigidnog sindroma javlja se u prve dve godine
pojave simptoma kod FTD bolesnika sa ili bez prisustva znakova ALS (Boeve et al., 2012). Kod
nosilaca ekspanzije kod kojih se javlja parkinsonizam, u 94% sluCajeva najceSée je u vidu
bradikinezije ili hipokinezije dok su rigidnost i tremor u miru prisutni kod 86% i 39% slucajeva
(Wilke et al., 2016).

1.1.5 Epidemiologija GGGGCC ekspanzije u genu C9orf72

Ucestalost heksanukleotidnih ekspanzija u genu C9orf72 kod familjarnog oblika ALS-a
(FALS) iznosi 16%, kod familijarnog oblika FTD-a (FFTD) 20%, sporadi¢nog oblika ALS-a
(SALS) i sporadi¢nog oblika FTD-a 6-8% i kod ALS/FTD preklapajuc¢eg fenotipa, ¢ak skoro 30%
(Marogianni et al., 2019). Analizom podgrupa belackih i azijskih populacija u istom istrazivanju
dobijena je prevalencija mutacija kod belaca koja je za FALS iznosila 32% (Cl1:28%-376%), SALS
5% (Cl:4%-6%) dok je za azijske populacije prevalencija mutacija za FALS bila 4% (Cl:2%-8%) i
SALS 1% (CI:0%-1%). Visoka ucestalost mutacija, od 46,4% kod FALS, 21,1% SALS i 29,3%
FTD (od kojih je 36,4% FTD bolesnika imalo pozitivnu porodi¢nu anamnezu za ALS), zabeleZena
je u populaciji Finske (Renton et al., 2011). U zapadnoj Evropi ukupna ucestalost mutacija kod
pacijenata sa frontotemporalnom lobarnom degeneracijom (eng. frontotemporal lobar degeneration,
FTLD) iznosila je 9,98% (18,52% kod familijarnih i 6,26% kod sporadni¢nih oblika) sa izuzetkom
Finske, Svedske i Spanije sa pojedinaénom udestaloséu od 29,33%, 20,73% i 25,49% redom, dok je
u Nemackoj prevalencija bila 4,82% (van der Zee et al., 2013). Meta analiza kod evropskih
populacija je pokazala da 33,7% FALS i 5,1% SALS bolesnika ima ekspanziju GGGGCC
ponovaka u genu C9orf72 (Zou et al., 2017).

Pored ALS-a i FTD-a prisustvo heksanukleotidnih ekspanzija registrovano je i kod drugih
neurodegenerativnih bolesti sa razli¢itom ucestalos¢u. Prema podacima iz literature ukupna
ucestalost ovih ekspanzija kod bolesnika sa AB iznosi 0,49%, Parkinsonovom bolesti (PB) 0,13%,
dok kod bolesnika sa boles¢u sli¢noj Hantingtonovoj bolesti ucestalost iznosi 1,6% (Marogianni et
al., 2019). U studiji koja je obuhvatila asimptomatske ili simptomatske ¢lanove u porodicama kod
kojih postoji prisustvo mutacija u nekom od tri ispitivana gena (GRN (eng. granulin precursor),
MAPT (eng. Microtubule Associated Protein Tau), C9orf72), kod 18,2% simptomatskih nosilaca
ekspanzije u genu C9orf72 registrovan je blagi kognitivni poremecaj (BKP) (Ramos et al., 2020).
Takode, ekspanzije heksanukleotidnih ponovaka detektovane su kod bolesnika sa mogucom
multiplom sistemskom atrofijom (Goldman et al., 2014), MSA (Bonapace et al., 2022) i
olivopontocerebelarnom degeneracijom, oblikom multiple sistemske atrofije, (Lindquist et al.,
2013), sa progresivnom supranuklearnom paralizom (PSP) (Lesage et al., 2013, Origone et al.,
2013, Le Ber et al., 2013, Wilke et al., 2016), kortikobazalnim sindromom (Lindquist et al., 2013,
Schottlaender et al., 2015) kao i u nekoliko drugih neuroloskih i psihijatrijskih oboljenja (Beck et
al., 2013, Bourinaris and Houlden, 2018, Marogianni et al., 2019). Dodatni slucajevi u kojima je
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ekspanzija GGGGCC ponovaka registrovana, a povezani su sa progresivnom supranuklearnom
paralizom, obuhvataju ALS-plus sindrom (npr. ALS-PSP sindrom) (Ticozzi et al., 2014).
Napominjemo da pojam atipi¢ni parkinsonizam obuhvata nekoliko oboljenja: MSA, PSP,
kortikobazalnu degeneraciju i demenciju sa Levijevim telima, a odnosi se na bolesnike ¢ija se
klinicka slika prezentuje parkinsonizmom ali takode imaju i atipicne karakteristike kao §to su rana
demencija, ucestali padovi, okulomotorni problemi, znaci disautonomije ili ataksije (McFarland,
2016). Ucestalost ekspanzija u genu C9orf72 kod bolesti slicne Hantingtonovoj bolesti je razlicita
kao i broj bolesnika koji je analiziran, i prema podacima iz poslednje meta analize iznosi 1% (Alva-
Diaz et al., 2020).

1.1.6 Mehanizmi patogeneze GGGGCC ekspanzije u genu C9orf72

Zajednic¢ku patolosku karakteristiku kod ALS-a i FTLD-a predstavlja prisustvo agregata
TAR DNK vezujuc¢eg proteina (eng. TAR DNA binding protein, TDP-43) (Arai et al., 2006,
Neumann et al., 2006) sto klasifikuje ova dva oboljenja kao TDP-43 proteinopatije (Arai et al.,
2006). Otkricem heksanukleotidnih ekspanzija u genu C90rf72 reSena je zajedni¢ka geneticka
osnova ALS-a i FTD-a kao i preklapaju¢eg ALS/FTD fenotipa, ali su se otvorila nova pitanja o
nacinu na koji ove ekspanzije dovode do neurodegeneracije. Molekularni mehanizam delovanja
ovih ekspanzija jos uvek nije do kraja razjasnjen. Stoga, predlozeni mehanizmi ukljucuju gubitak
funkcije kroz haploinsuficijenciju (DeJesus-Hernandez et al., 2011), dobijanje nove funkcije RNK
(eng. RNA gain of function) kroz sekvestraciju RNK vezujucih proteina i toksi¢nost posredovanu
dipeptidnim ponovcima (Ash et al., 2013, Mizielinska et al., 2013).

Haploinsuficijencija

Kod nosilaca ekspanzije postoji redukcija ekspresije varijante V1 u frontalnom korteksu, u
¢elijskim linijama limfoblasta za oko 50% kao i varijante V1 i V3 (Slika 1) u celijskim linijama
limfoblasta za 34% i u frontalnom korteksu za 38% (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Smanjena
ekspresija pojedinih transkripcionih varijanti prisutna je u frontalnom korteksu nosilaca velikih
ekspanzija, posebno varijante koje u sebi sadrzi egzon 1b i kodira za duzu izoformu proteina ¢ija je
znacajno smanjena ekspresija detektovana i u cerebelumu, dok u hipokampusu i kicmenoj mozdini
postoji trend smanjenja ekspresije (Waite et al., 2014). Proteinska izoforma od 481 aminokiseline
predstavlja predominantnu izoformu proteina u centralnom nervnom sistemu coveka i miseva i
njeno smanjenje od 20% detektovano je u tkivu cerebeluma ALS, FTD i ALS/FTD bolesnika
nosilaca ekspanzije (Frick et al., 2018). Takode, smanjen nivo C9orf72 proteina kod nosilaca
ekspanzije postoji i u frontalnom korteksu (Waite et al., 2014). Ekspresija ortologa C9orf72 kod
zebra ribice Danio rerio prisutna je u stadijumima razvica nervnog sistema kao i u mnogim
organima kod odrasle jedinke, gde gubitak funkcije transkripata dovodi do promene ponasanja kao i
smanjene pokretljivosti 1 aksonopatije. Na osnovu datih saznanja autori sugeriSu da
haploinsuficijencija dovodi do motornih poremecaja i moze biti faktor patogeneze u spektru
ALS/FTLD neurodegenerativnih oboljenja (Ciura et al., 2013). Delecija ortologa C9orf72 kod
valjkastog crva Caenorhabditis elegans dovodi do poremecaja pokretljivosti koji vode ka paralizi sa
odrastanjem jedinke, §to je praceno neurodegeneracijom gabaergickih motornih neurona (Therrien
etal., 2013).

Mehanizmi vezani za nove funkcije RNK (RNA gain of function)

Kao $to je ve¢ napomenuto, heksanukleotidni ponovci su sastavljeni od GC nukleotida i kao
takvi na nivou RNK formiraju stabilne RNK G-kvadripleks strukture koje su paralelno orjentisane
(Fratta et al., 2012, Reddy et al., 2013) kao i strukture ,,ukosnice* (hairpin strukture) (Reddy et al.,
2013), dok na antisense lancu DNK formiraju i-motive (eng. i-motifs) (Kovanda et al., 2015).
Prisustvo struktura kao $to su G-kvadripleksi dovodi do poremecaja procesa transkripcije i
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nakupljanja abortivnih transkripata koji sekvestriraju RNK vezujuc¢e proteine (Haeusler et al.,
2014).

Kod bolesnika koji su nosioci GGGGCC ekspanzije u jedru ¢elija frontalnog korteksa i
ki¢mene mozdine detektovano je prisustvo ribonukleinskih fokusa (eng. RNA foci) (DeJesus-
Hernandez et al., 2011). Ekspandovani heksanukleotidni ponovci u genu C9orf72 bidirekciono se
transkribuju pa nastaju sense i antisense prepisi (Mori et al., 2013b). Sense ribonukleinski fokusi
mogu se naci u astrocitima, mikroglijalnim c¢elijama i oligodendrocitima dok se antisense
ribonukleinski fokusi, pored navedenih grupa c¢elija, mogu jo$ naci i u frontalnom korteksu,
hipokampusu i cerebelumu (Mizielinska et al., 2013). Prisustvo ribonukleinskih fokusa u velikom
procentu zapazeno je u Purkinjeovim celijama cerebeluma (Delesus-Hernandez et al., 2017). U
leukocitima periferne krvi prisutni su sense i antisense ribonukleinski fokusi sa jasnom razlikom u
akumulaciji kod antisense fokusa gde veliki broj ¢elija ima viSe od pet jedarnih fokusa, dok je u
¢elijama koje sadrze sense fokuse prisutan jedan fokus po celiji (Zu et al., 2013).

Nakon pomenute bidirekcione transkripcije heksanukleotidnih ponovaka, procesom RAN
(eng. Repeat-associated non-AUG) translacije u sva tri okvira Citanja nastaju agregati proteina sa
dipeptidnim ponovcima: glicin-alanin (poli-GA), glicin-prolin (poli-GP), glicin-arginin (poli-GR),
prolin-alanin (poli-PA), prolin-arginin (poli-PR) i prolin-glicin (poli-PG) (Ash et al., 2013, Mori et
al., 2013b, Mori et al., 2013a, Gendron et al., 2013, Mann et al., 2013) (Slika 2).

Gly Arg Gly Gly Arg Gly
Gly Pro Gly Gly Pro Gly
@ Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala
# 5’ -CTAGGGGCCGGGGCC ... GGGGCCGGGGCCGGGGCG-3’
3’ -GATCCCCGGCCCCGE *** CCCCGGCCCCGGCCCCGEC-5"2
Pro Arg Pro Pro Arg Pro Arg Pro é
Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro %
Ala Pro Ala Ala Pro Ala Pro

Slika 2. Sematski prikaz moguéih proteina nastalih RAN translacijom ekspandovanih GGGGCC i
CCCCGG ponovaka u svim moguéim okvirima Citanja. Preuzeto iz Gendron et al. 2013.

Kod FTD i FTD/BMN nosilaca ekspanzije, proteini sa dipeptidnim ponovcima su najceséi u
cerebralnom neokorteksu, hipokampusu i cerebelumu, retki ili uglavnom odsutni u srednjem
mozgu, mozdanom stablu, produzenoj mozdini i ki¢menoj mozdini, sa slicnom distribucijom kod
BMN (Davidson et al., 2014). Proteini sa dipeptidnim ponovcima prisutni su u p62+ inkluzionim
telima unutar neurona (Mann et al., 2013, Mori et al., 2013b). U mozdanom tkivu nosilaca
ekspanzije posebno je zapazeno povecano prisustvo poli(GA) neuronskih citoplazmatskih inkluzija
(Mori et al., 2013b, Mackenzie et al., 2015). Poli(GA) proteini formiraju filamentozne strukture u
mozgu kod nosilaca ekspanzije (COALS/FTD) i posmatranjem zivih ¢elija pod mikroskopom
uoCeno je da imaju sposobnost brzog prelaska iz difuzne distribucije u male agregate, dok u
kulturama primarnih neurona ekspresija poli(GA) inhibira aktivnost proteazoma i dovodi do stresa
endoplazmati¢nog retikuluma (Zhang et al., 2014). Kod miSeva ekspresija poli(GA) utiCe na
veli¢inu i tezinu mozga, dovodi do smanjenja broja Purkinjeovih ¢elija u cerebelumu kao i do
promene ponaSanja i kognitivnog deficita (Zhang et al.,, 2016). Poli(GR) dovode do
neurodegeneracije i uticu na motorne sposobnosti i ponasanje kod miseva. Oni kolokalizuju sa
ribozomalnim proteinima i faktorom inicijacije translacije u mozgu miseva i u tkivu mozga
COFTD/ALS bolesnika i uti¢u na funkciju ribozoma, proces translacije i formiranje granula stresa
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(Zhang et al., 2018). Takode kod miseva ekspresija poli(PR) u velikom procentu dovodi do rane
smrti jedinki, dok kod prezivelih sa starenjem vodi gubitku poli(PR) pozitivnih ¢elija u korteksu i
cerebelumu i uti¢e na post-translacionu modifikaciju H3 histona (Zhang et al., 2019). Povecana
ekspresija poli(GA), poli(GP) i poli(GR) u ¢elijskim kulturama pokazuje toksi¢ni efekat tako $to
utice na ubikvitin-proteazom sistem degradacije proteina (Yamakawa et al., 2015). Na model
sistemu zebra ribice ekspresija poli(PR) i poli(GR) uti¢e na duzinu aksona i granjanje kod motornog
neurona (Swinnen et al., 2018). Toksi¢nost proteina sa dipeptidnim ponovcima koji sadrze arginin
pokazana je i na model sistemu Drosophila (Mizielinska et al., 2014, Wen et al., 2014, Boeynaems
et al., 2016), kao i na linijama ¢elija slicnih neuronu i primarnih neurona (Gill et al., 2019).

Kod 93,3% simptomatskih i asimptomatskih nosilaca GGGGCC ekspanzije detektovan je
slican povecan nivo poli(GP) dipeptidnog proteina u cerebrospinalnoj te¢nosti $to ukazuje da poli
(GP) moze posluziti kao potencijalni biomarker prisustva ove ekspanzije (Lehmer et al., 2017).

1.1.7 Geneti¢ki i epigeneti¢ki modifikatori GGGGCC ekspanzije u genu C9orf72

Jedan od gena modifikatora klinicke slike kod nosilaca GGGGCC ekspanzije je gen
TMEM106B (eng. Transmembrane Protein 106B) ¢ija varijanta rs3173615 u homozigotnom obliku
(GG) kod nosilaca ekspanzije ima zastitni efekat za razvoj posebno FTD fenotipa, dok takav efekat
nije zapazen kod BMN bolesnika (van Blitterswijk et al., 2014b). U okviru druge varijante
rs1990622 kod FTLD nosilaca ekspanzije, nosioci T alela pokazuju kasniji pocetak bolesti kao i
kasnije godine smrti (Gallagher et al., 2014). Ova varijanta je jedna od varijanti za koje je pokazana
asocijacija sa FTLD-TDP, a nosioci T alela u heterozigotnom obliku imaju veéi nivo ekspresije
ovog gena u frontalnom korteksu kod bolesnika koji imaju mutaciju u genu GRN (Van Deerlin et
al., 2010).

Kod ALS bolesnika pokazano je da postoji veza sa intermedijarnim brojem CAG ponovaka
(27-33) u genu ATXN2 (eng. Ataxin 2) (Elden et al., 2010). Intermedijerni CAG ponovci >29
prisutni su i kod GGGGCC nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 kod ALS, ALS/FTD, ali ne i kod
FTD bolesnika (Lattante et al., 2014), ¢ak ni kada se spusti granica intermedijarnih CAG ponovaka
na >27 (van Blitterswijk et al., 2014a). Kod BMN i BMN/FTD nosilaca ekspanzije, poredenjem sa
kontrolama, uoceno je da postoji statisti¢ki znacajna asocijacija sa CAG ponovcima >27 (p=0,013),
Sto ukazuje da ovi ponovci u genu ATXN2 mogu modifikovati fenotip GGGGCC nosilaca
ekspanzije ka razvoju BMN (van Blitterswijk et al., 2014a). Takode, prisustvo ekspanzije CAG
ponovaka (37 CAG ponovaka), za razliku od intermedijernih CAG alela, u genu ATXN2 kod
nosilaca GGGGCC ekspanzije nije modifikovao fenotip ka ALS-u. Kod takvih bolesnika su prisutni
ataksija, demencija i parkinsonizam, ali bez znakova ALS-a (Zhang et al., 2017).

Pored ATXN2, CAG ponovci >33 u genu ATXN1 (eng. Ataxin 1) prisutni su kod 15,82%
pacijenata sa ekspanzijom u genu C9orf72 (Lattante et al., 2018), a poslednje istrazivanje na
modelu Drosophila pokazuje da istovremena ekspresija ovih poliglutaminskih ekspanzija sa GR
dipeptidnim ponovcima C9orf72 dovodi do neurodegenerativnog fenotipa (Tazelaar et al., 2020).

Varijante rs7018487 genotipa GG u genu UBAP1 (eng. ubiquitin-associated protein 1),
rs7403881 genotipa GG u genu MT-le (eng. metallothionein 1 E) i rs6052771 genotipa AA/AG u
genu PRNP (eng. prion protein) vezuju se za raniji poCetak bolesti kod nosilaca GGGGCC
ekspanzije (van Blitterswijk et al., 2014c). Uticaj na prezivljavanje FTD, FTD/BMN i BMN
bolesnika sa GGGGCC ekspanzijom uocen je za varijantu rs5848 u genu GRN, dok se asocijacije sa
prezivljavanjem FTD bolesnika vezuju za varijante rs7403881 u genu MT-le, rs13268953 u genu
ELP3 (eng. elongator acetyltransferase complex subunit 3) i E4 alel (rs429358 i rs7412) u genu
APOE (eng. apolipo-protein E). ZapaZzena je i povezanost prezivljavanja BMN bolesnika sa
varijantama rs12608932 u genu UNC13A (eng. unc-13 homolog A) i rs1800435 u genu ALAD (eng.
delta-aminolevulinate dehydratase) (van Blitterswijk et al., 2014c). Ova varijanta u genu UNC13A
kod ALS nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 cesce je prisutna kod bolesnika sa bulbarnim
pocetkom ALS (Dekker et al., 2016).



ALS nosioci ekspanzije u genu C9orf72 kod kojih postoji i prisustvo GCG ekspanzije
ponovaka u genu NIPA1l (eng. NIPA magnesium transporter 1) imaju u proseku 8 godina raniji
pocetak bolesti sa ¢es¢im ispoljavanjem spinalnog pocetka u odnosu na ALS C9orf72 bolesnike bez
NIPAL ekspanzije (Dekker et al., 2016).

Epigeneticka modifikacija procesom metilacije u blizini GGGGCC ponovaka obuhvata 5’
CpG ostrvca koja su kod nosilaca ekspanzije hipermetilovana (Xi et al., 2013, Xi et al., 2014a,
Belzil et al., 2014, Liu et al., 2014). Korelacija izmedu stepena metilacije i odredenih klinickih
parametara kao $to su zivotna dob na pocetku bolesti i na pregledu kod ALS i FTLD bolesnika
nosilaca ekspanzije nije uocena (Xi et al., 2013, Xi et al., 2014a). Medutim, kod ALS bolesnika vec¢i
stepen metilacije koreliSe sa krac¢im trajanjem bolesti kao i sa familijarnom pojavom oboljenja (Xi
et al., 2013). Kod FTD bolesnika hipermetilacija promotora u mozgu i ¢elijama Krvi asocirana je sa
kasnijim godinama smrti. Na osnovu toga, hipermetilacija C9orf72 povezana je sa duzim
prezivljavanjem i moze imati zastitni efekat (Russ et al., 2015). Kod ALS bolesnika koji imaju
preko 50 ponovaka, hipermetilacija uti¢e na ekspresiju C90rf72 transkripata dovode¢i do smanjenja
njihove ekspresije u krvi (Xi et al., 2013), dok ponovci intermedijerne veli¢ine (22-43 ponovka) kod
ALS i FTLD bolesnika nisu metilovani (Xi et al., 2013, Xi et al., 2014a). Uticaj metilacije na razvoj
odredenog fenotipa (ALS, FTLD, ALS/FTLD) nije pokazan, mada je detektovan nesto veci stepen
hipermetilacije (p=0,09) kod ALS u odnosu na FTLD nosioce ekspanzije (Xi et al., 2014a). Zastitni
efekat hipermetilacije promotora kod nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 pokazuje se kroz
smanjeno stvaranje RNK fokusa kao i smanjenu akumulaciju dipeptidnih GA, GP i GR proteina u
tkivu cerebeluma (Liu et al., 2014). GGGGCC ponovci takode podlezu procesu metilacije kod 97%
nosilaca ekspanzije >50 ponovaka i kod 100% nosilaca ekspanzije >90 ponovaka, dok su ponovci
ispod veli¢ine 22 kao i 22-90 ponovaka nemetilovani (Xi et al., 2015b).

Jo§ jedan epigeneticki mehanizam koji je evidentiran kod nosilaca ekspanzije, i asociran je
sa smanjenjem ekspresije C9orf72 u frontalnom korteksu i cerebelumu, je modifikacija histonskih
repova odnosno trimetilacija lizinskih rezidua H3 i H4 histona (Belzil et al., 2013).

1.2 Bolesti sa predominantno motornim poremec¢ajima

1.2.1 Amiotrofi¢na lateralna skleroza

Amiotrofi¢na lateralna skleroza je progresivno neurodegenerativno oboljenje kod koga
dolazi do oStecenja centralnog i perifernog motornog neurona. Fenotipski se karakteriSe slabos¢u
misica koja vodi ka generalizovanoj paralizi gde smrt najceS¢e nastaje usled paralize respiratorne
muskulature za 3-5 godina od pocetka simptoma (Wijesekera and Leigh, 2009, Taylor et al., 2016).
Sam pocetak oboljenja moze biti u vidu spinalne forme koja je prisutna kod 2/3 bolesnika kod koje
se inicijalni simptomi javljaju u vidu slabosti ekstremiteta, bulbarne forme koja se karakterise
oteZanim govorom i gutanjem kao i respiratorne forme koja se karakteriSe problemima sa disanjem
(Wijesekera and Leigh, 2009). Oblik pocetka bolesti je povezan sa duZzinom Zivota ALS bolesnika
pri ¢emu bolesnici sa bulbarnim pocetkom bolesti imaju krace prezivljavanje u odnosu na bolesnike
sa spinalnim oblikom i ono iznosi 2,4 godine (Testa et al., 2004).

Pored motornih simptoma kod oko 50% SALS bolesnika prisutan je neki oblik kognitivnog
poremecaja (Ringholz et al., 2005). Komorbiditet sa FTD javlja se kod 13,8-15% ALS bolesnika
(Ringholz et al., 2005, Phukan et al., 2012) dok je kod 1,9% bolesnika prisutna demencija
Alchajmerovog tipa (Phukan et al., 2012). Simptomi bvFTD pojavljuju se nakon 16 meseci od
razvoja prvih simptoma BMN i kod 48% ALS-bvFTD bolesnika prisutan je bulbarni pocetak bolesti
(Raaphorst et al., 2012). Kod bolesnika koji ne zadovoljavaju klini¢ke kriterijume za postavljanje
dijagnoze demencije, egzekutivna disfunkcija je prisutna kod oko 25%, a neegzekutivna disfunkcija
kod oko 17% ALS bolesnika (Phukan et al., 2012). Kod ALS bolesnika koji su klasifikovani kao
kognitivno normalni nosioci GGGGCC ekspanzije, u poredenju sa ALS bolesnicima bez GGGGCC
ekspanzije, imaju vece poremecaje u domenu egzekutivnih funkcija, vizuelne i verbalne memorije
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pokazujuéi da je ve¢ u ranim fazama motornih simptoma, kod nekih ALS GGGGCC nosilaca
ekspanzije, prisutan subklini¢ki kognitivni poremecaj (lazzolino et al., 2021).

Incidencija ALS u svetu iznosi 1,68 na 100.000 stanovnika i nesto je ve¢a za muskarce (1,96
na 100.000 stanovnika) nego za zene (1,39 na 100.000 stanovnika) dok u Evropi iznosi 1,71-1,89 na
100.000 stanovnika zavisno od dela kontinenta (Marin et al., 2017). Epidemioloski podaci
incidencije ALS sa teritorije Beograda pokazuju da godis$nja incidencija iznosi 1,11 na 100.000
stanovnika pri ¢emu je najmanja registrovana incidencija bila 1998. godine 0,61 na 100.000
stanovnika dok je najveca registrovana incidencija 2000. godine iznosila 1,88 na 100.000
stanovnika (Stevic et al., 2016). Ukupna prevalencija ALS u svetu iznosi 4,48 na 100.000
stanovnika, u Evropi 5,40 na 100.000 stanovnika (Chio et al., 2013), dok na teritoriji Beograda
prema epidemioloskim podacima ukupna prevalencija iznosi 1,07 na 100.000 stanovnika (Alcaz et
al., 1996). Podaci iz 2016. godine na teritoriji Beograda pokazuju da je prose¢na starost na pocetku
bolesti iznosila 57,7 godina bez razlike medu polovima (prose¢na starost kod muskaraca i Zena
iznosi 57,0 i 58,9 godina redom, p=0,86), kod muskaraca ucestaliji je bio spinalni pocetak bolesti,
dok je kod Zena bio ucestaliji bulbarni pocetak (Stevic et al., 2016). Isto istrazivanje pokazuje da je
na teritoriji Beograda prisustvo FALS registrovano kod 6,5% bolesnika i svi su imali spinalni
pocetak oboljenja.

Generalno, ALS se smatra sporadi¢nim oboljenjem kod 90-95% slucajeva, a pojava
familijarnog oblika bolesti prisutna je kod 5-10% bolesnika (Talbott et al., 2016). Prvi gen povezan
sa familijarnom pojavom ALS je gen SOD1 (eng. superoxide dismutase 1) identifikovan 1993.
godine (Rosen et al., 1993). Od tada su identifikovni i mnogi drugi geni koji se povezuju sa ovim
oboljenjem (Mathis et al., 2019), a neki od znacajnijih su ANG (eng. angiogenin) (Greenway et al.,
2006), TARDBP (eng. TAR DNA-binding protein) (Sreedharan et al., 2008, Kabashi et al., 2008),
FUS (eng. fused in sarcoma)(Vance et al., 2009, Kwiatkowski et al., 2009), OPTN (eng.
optineurin)(Maruyama et al., 2010), VCP (eng. valosin-containing protein) (Johnson et al., 2010) i
C90rf72 (Delesus-Hernandez et al., 2011, Renton et al., 2011).

Smatra se da je ALS oboljenje oligogene etiologije (van Blitterswijk et al., 2012) i u
literaturi su zabeleZeni primeri postojanja vise varijanti kod jednog bolesnika u vise od jednog gena
koji se vezuju za ALS (van Blitterswijk et al., 2012, Kriiger et al., 2016).

1.2.2 Bolest slicna Hantingtonovoj bolesti

Hantingtonova bolest (HB) je autozomno dominantno neurodegenerativno oboljenje u ¢ijoj
geneti¢koj osnovi postoji ekspanzija trinukleotidnin CAG ponovaka u genu HTT (Group, 1993).
Karakteristike fenotipa kod obolelih obuhvataju dominantno motornu fenomenologiju sa
prisustvom horeje kao i kognitivne i psihicke smetnje. Re¢ horea potice od gréke reci yopeio koja
oznacava igru jer su kod ovih bolesnika prisutni generalizovani nevoljni pokreti koji izgledaju kao
da plesu.

Samo godinu dana od kada je identifikovan geneticki uzrok (1994), utvrdeno je da 1,2%
bolesnika, koji imaju klini¢ku sliku HB, nemaju ekspanziju ovih ponovaka i predstavljaju moguce
fenokopije HB (Andrew et al., 1994). HB fenokopije podrazumevaju grupu oboljenja koja imaju
klinicke karakteristike Hantingtonove bolesti 1 geneticki dokazano odsustvo ekspanzije CAG
ponovaka u genu HTT (Wild and Tabrizi, 2007). HB fenokopije povezuju se sa drugim
neurogenetickim sindromima: bolest slicna Hantingtonovoj bolesti tip 1 (eng. HD like 1), bolest
sli¢na Hantingtonovoj bolesti tip 2 (eng. HD like 2), bolest sli¢na Hantingtonovoj bolesti tip 3 (eng.
HD like 3), bolest sli¢na Hantingtonovoj bolesti tip 4 (SCA17) (eng. HD like 4), spinocerebelarne
ataksije tip 1 (SCAL) i tip 3 (SCA3), dentatorubralna-palidoluisianska atrofija (DRPLA) (eng.
Dentatorubral-pallidoluysian atrophy), neuroakantocitoza, benigna hereditarna horea, poremecaji
akumulacije gvozda (Wild and Tabrizi, 2007) kao i sa ekspanzijom ponovaka u genu C9orf72
(Beck et al., 2013, Kostic et al., 2014, Hensman Moss et al., 2014) i mutacijama u genu ADCY5
(eng. Adenylate Cyclase 5) (Chen et al., 2012, Chen et al., 2015). Do otkrica GGGGCC ekspanzija u
genu C9orf72 najcesé¢i uzrocnik HB fenokopija bila je ekspanzija CAG/CAA ponovaka u genu TBP
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(eng. TATA-Box Binding Protein) sa ucestalos¢u od 1,8% (Wild et al., 2008) u kome ekspanzija
ovih ponovaka dovodi do oboljenja spinocerebelarne ataksije tip 17 (SCA17) (Koide et al., 1999,
Nakamura et al., 2001). Nesto manju ucestalost imaju HD like 1 i HD like 2 (Wild et al., 2008) ili
geneticka povezanost sa HD fenokopijama nije uo¢ena (Keckarevic et al., 2005, Costa et al., 2006).

Ekspanzija GGGGCC ponovaka u genu C9orf72 predstavlja najcesci geneticki uzrok HB
fenokopija u Ujedinjenom Kraljevstvu sa u¢e$¢em od 1,95% (Hensman Moss et al., 2014). Pored
horeje, klinicka slika pacijenta sa GGGGCC ekspanzijom obuhvata mioklonus, distoniju, tremor,
bradikineziju, rigidnost, tortikolis, znake gornjeg motornog neurona, ataksiju, depresiju,
anksioznost, apatiju, egzekutivnu disfunkciju, psihijatrijske probleme kao i probleme sa paméenjem
(Hensman Moss et al., 2014).

1.2.3 Multipla sistemska atrofija

Multipla sistemska atrofija je neurodegenerativno oboljenje progresivnog toka i kasnog
pocetka koje karakteriSe kombinacija parkinsonizma, cerebelarne ataksije, piramidalnih znakova i
autonomnog oSte¢enja (Wenning et al., 2003). Prose¢na godi$nja stopa incidencije ovog oboljenja u
opstoj populaciji iznosi 0,6 na 100.000 dok je u populaciji sa staros¢u preko 50 godina zivota
incidencija 3,0 na 100.000 (Bower et al., 1997), stopa prevalencije u opsegu 1,9-4,9 na 100.000
stanovnika (Chio et al., 1998, Schrag et al., 1999, Tison et al., 2000).

Prema Kklasifikaciji MSA ima dva podtipa: MSA-P ukoliko su predominantni znaci
parkinsonozma i MSA-C kada preovladava cerebelarni sindrom (Gilman et al., 1998). Patoloski,
MSA se karakteriSe prisustvom glijalnih citoplazmatskih inkluzija (eng. glial cytoplasmic
inclusions, GCIs) u centralnom nervnom sistemu (Papp et al., 1989) pri ¢emu jednu od glavnih
komponenti ovih inkluzija ¢ini protein o sinuklein (Spillantini et al., 1998b). Prisustvo ovog
proteina kod MSA upravo povezuje ovo oboljenje sa drugim neurodegenerativnim oboljenjima sa o
sinuklein patologijom kao §to su Parkinsonova bolest i demencija sa Lewijevim telima (DLT)
(Spillantini et al., 1998b) u kojima a sinuklein ¢ini komponentu Lewijevih tela u PB i kod DLT
(Spillantini et al., 1997).

Kako a sinuklein ima ulogu u patologiji MSA, geneticka istrazivanja su se fokusirala na gen
SNCA (eng. Synuclein alpha), ali nisu uspela da pronadu povezanost ovog gena sa ovim oboljenjem
(Ozawa et al., 1999, Ozawa et al., 2006, Lincoln et al., 2007). U studiji Scholz i saradnika pokazana
je znacajna povezanost izmedu polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (eng. single nucleotide
polymorphism, SNP) u genu SNCA i povecanog rizika za razvoj MSA (Scholz et al., 2009), ali ovi
rezultati nisu potvrdeni u narednoj studiji u kojoj je broj ispitivanih bolesnika dupliran (Sailer et al.,
2016). U japanskoj studiji registrovana je varijanta V343A u genu COQ?2 (eng. Coenzyme Q2) kod
bolesnika sa MSA (Multiple-System Atrophy Research, 2013) medutim, ovi rezultati nisu potvrdeni
u Evropskoj studiji koja je ukljucivala kontrole i preko 300 neuropatoloski potvrdenih slucajeva
MSA (Schottlaender and Houlden, 2014). Genetic¢ka ispitivanja MSA obuhvatila su i druge gene
kandidate: PINK1 (eng. PTEN-induced putative kinase 1), Parkin (Brooks et al., 2011), LRRK2
(eng. Leucine Rich Repeat Kinase 2) (Cho et al., 2009), GBA (eng. Glucosylceramidase Beta)
(Goker-Alpan et al., 2006), MAPT (Morris et al., 2000), CYP1ALl (eng. Cytochrome P450 Family 1
Subfamily A Member 1), GSTM1(eng. Glutathione S-Transferase Mu 1), NAT2 (eng. N-
Acetyltransferase 2 ), DAT1 (eng. Dopamine Transporter 1), CYP2D6 (eng. Cytochrome P450
Family 2 Subfamily D Member 6) (Nicholl et al., 1999) kao i druge gene Ciji je pregled dat u
(Federoff et al., 2015). Dobijeni rezultati su bili negativni ili nejasni, dok je za neke bila potrebna
dalja verifikacija. U GWAS sudiji koju su sproveli Sailer i saradnici nisu pronadeni znacajni lokusi,
ali su ipak lokusi gena FBXOA47 (eng. F-Box Protein 47), MAPT, ELOVL7 (eng. Elongation Of Very
Long Chain Fatty Acids Protein 7) i EDN1 (eng. Endothelin 1) bili su od potencijalnog interesa
(Sailer et al., 2016).
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1.2.4 Progresivna supranuklearna paraliza

Progresivna supranuklearna paraliza (PSP) je neurodegenerativno oboljenje ¢ije osnovne
klinicke karakteristike obuhvataju posturalnu nestabilnost, vertikalnu supranuklearnu paralizu
pogleda, akineziju i kognitivnu disfunkciju (Hoglinger et al., 2017). Obuhvata viSe klini¢kih
fenotipova od kojih je jedan nazvan ,,Ricardsonov sindrom* i ¢ini 54% patoloski potvrdenih PSP
sluc¢ajeva (Williams et al., 2005). Isti autori drugi oblik PSP nazivaju PSP-parkinsonizam Koji
podseca na PB sa klinickom slikom asimetri¢nog pocetka, tremora, bradikinezije sa odgovorom na
leCenje levodopom. Jo$ jedan podtip ¢ini Cista akinezija koja obuhvata freezing u toku hoda,
promene u rukopisu i dizartriju koja je prisutna kod oko 40% bolesnika (Owens et al., 2016). Drugi
oblici PSP i njihova klini¢ka karakterizacija su prikazani u MDS-PSP priru¢niku (Hoglinger et al.,
2017).

Prose¢na godiSnja stopa incidencije PSP iznosi 1,1 na 100.000 u opstoj populaciji do 5,3 na
100.000 u populaciji preko 50 godina starosti (Bower et al., 1997) sa stopom prevalencije od 1,4-6,4
na 100.000 stanovnika (Golbe et al., 1988, Chio et al., 1998, Schrag et al., 1999).

Patolosku karakteristiku PSP ¢ini prisustvo Tau pozitivnih neurona i glija celija u
subkortikalnim regionima (Spillantini and Goedert, 1998, Spillantini et al., 1998a). Prisustvo Tau
patologije kod PSP bolesnika povezalo je ovo oboljenje sa genom MAPT. Na geneti¢kom nivou ova
veza je podrzana otkricem da je dinukleotidni polimorfni marker u genu MAPT povezan sa PSP
(Conrad et al., 1997). Kasnije je pokazano da asocijacija takode postoji i za produzeni H1 haplotip
koji pokriva humani MAPT gen (Baker et al., 1999). Stavise, i heterozigotne (Poorkaj et al., 2002,
Ros et al., 2005, Delisle et al., 1999, Stanford et al., 2000, Rossi et al., 2004) i homozigotne
(Nicholl et al., 2003) mutacije u genu MAPT registrovane su kod PSP bolesnika. Pored mutacija u
genu MAPT, varijante u genu LRRK2 su takode povezivane sa PSP (Zimprich et al., 2004, Spanaki
et al., 2006), ali istrazivanja na neuropatoloski potvrdenim PSP slufajevima nisu potvrdila ove
rezultate (Ross et al., 2006, Gaig et al., 2008). Dalje, GWAS studije identifikovale su nekoliko
lokusa, gen MAPT, MOBP (eng. Myelin Associated Oligodendrocyte Basic Protein), STX6 (eng.
Syntaxin 6), EIF2AK3 (eng. Eukaryotic Translation Initiation Factor 2 Alpha Kinase 3), SLCO1A2
(eng. Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member 1A2), DUSP10 (eng. Dual
Specificity Phosphatase 10) koji su povezani sa PSP (Hoglinger et al., 2011, Sanchez-Contreras et
al., 2018, Chen et al., 2019).

1.3 Bolesti sa  predominantno kognitivno-bihejvioralnim
poremecajima

1.3.1 Blagi kognitivni poremecéaj

Blagi kognitivni poremecaj predstavlja medustanje izmedu ocekivanih kognitivnih promena
koje se deSavaju sa starenjem i demencije (Petersen et al., 1999). BKP se moze klasifikovati u dve
podgrupe kao amnesticki (aBKP) i neamnesticki (naBKP) poremecaj, a podgrupe dalje na
poremecaj u jednom kognitivnom domenu i poremecaj u multiplim kognitivnim domenima
(Petersen, 2004).

Stopa incidencije BKP u populaciji koju ¢ine osobe >65 godina zivota iznosi 21,5-71,3 na
1000 (Ward et al., 2012). Amnestic¢ki oblik BKP ima veéu stopu incidencije (37,7 na 1000) nego
neamnesticki oblik (14,7 na 1000). Veca stopa incidencije pokazana je kod muskog pola, kao i kod
osoba sa stepenom obrazovanja < 12 godina kod aBKP i naBKP (Roberts et al., 2012). Stopa
prevalencije BKP iznosi 3%-42% i povecava se sa povecanjem godina zivota od 65 do 85 godina
starosti (Ward et al.,, 2012). Amnesticki oblik BKP ima veéu prevalenciju (11,1%) od
neamnestickog (4,9%) oblika i sa povecanjem starosti stopa prevalencije se povecava kod oba pola,
za muskarce iznosi 19%, dok je za Zene niza i iznosi 14,1% (Petersen et al., 2010). U meta analizi
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sprovedenoj 2017. godine, nije pokazan uticaj pola na prevalenciju i incidenciju amnestickog BKP-
a kao ni u studijama koje su kombinovale amnesti¢ki i neamnesticki BKP. Zenski pol kod
neamnestickog BKP imao je vecu prevalenciju, ali ne i incidenciju (Au et al., 2017). Povecana
stopa prevalencije javlja se kod osoba sa nizim stepenom obrazovanja (<9 godina), kao i kod osoba
sa APOE &3¢4 i ede4 genotipom (Petersen et al., 2010).

Kod bolesnika sa dijagnozom BKP postoji povecéan rizik za razvoj demencije u poredenju sa
bolesnicima koji imaju normalnu kognitivnu funkciju (Ravaglia et al., 2008, Roberts et al., 2014).
Oko 38% bolesnika (175,0 na 1000) sa dijagnozom BKP praéenih u intervalima po 15 meseci
tokom oko 5 godina povrati normalan kognitivni status, ali se kod oko 65% naknadno razvijaju
BKP ili demencija, dok kod 26% bolesnika dolazi do razvoja demencije, ¢es¢e Alchajmerovog tipa
bez reverzije u normalan kognitivni status (Roberts et al., 2014). Stopa reverzije u normalan
kognitivni status niza je kod muskaraca sa staro$¢u 70-79 godina nego kod Zena, dok je u starijoj
zivotnoj dobi sa 80-89 godina ona visa kod muskaraca. Kod amnestickog BKP, BKP u multiplim
kognitivnim domenima, kao i kod bolesnika koji su nosioci APOE &4 alela, rizik za reverziju u
normalan kognitivni status je nizi (Roberts et al., 2014). Kod bolesnika sa dijagnozom BKP u
dijagnostici se mogu koristiti odredeni biohemijski markeri kao $to su koncentracije T-tau, P-tauyg; |
AP42 u likvoru kao prediktori razvoja AB (Hansson et al., 2006).

U faktore rizika za nastanak BKP ukljuceni su jos i kardiovaskularni faktori rizika kao $to su
gojaznost, diabetes mellitus tip 2, dislipidemija (Ng et al., 2016) zatim hroni¢na opstruktivna bolest
pluca (Singh et al., 2014), depresija (Geda et al., 2014), kao i kognitivno manje aktivan nacin Zivota
(Verghese et al., 2006) i slabija fizicka aktivnost (Geda et al., 2010).

1.3.2 Frontotemporalna demencija

Frontotemporalna demencija je tre¢i po ucestalosti oblik demencije u svim starosnim
dobima, nakon AB i DLT (Arvanitakis, 2010), a kod osoba mladih od 65 godina starosti nalazi se
na drugom mestu posle AB (Arvanitakis, 2010, Knopman and Roberts, 2011). Procenjena stopa
incidencije FTD iznosi 0-0,3 na 1000 sa stopom prevalencije merenom u odredenom vremenskom
trenutku 0,01-4,6 na 1000 osoba, dok prevalencija merena u odredenom vremenskom intervalu
iznosi 0,16-31,04 na 1000 osoba (Hogan et al., 2016).

Prema McKhann i saradnicima, klinicka slika FTD-a se moze ispoljiti u vidu promena u
ponasanju ili jezickom domenu (McKhann et al., 2001). Bihejvioralna varijanta FTD se karakterise
promenama u ponasanju, apatijom, gubitkom empatije, prisustvom stereotipnog ili kompulsivnog
ponasSanja, promenama u ishrani, kao i otezanim egzekutivnim i kognitivnim sposobnostima
(Rascovsky et al., 2011). Drugi klini¢ki oblik FTD-a obuhvata nefluentnu/agramaticku primarnu
progresivnu afaziju kod koje se javljaju motorne teskoce u govoru sa otezanim nefluentnim
govorom i agramatizam koji obuhvata kratke jednostavne fraze i izostavljanje gramatickih morfema
(Ogar et al., 2007, Gorno-Tempini et al., 2011, Grossman, 2012). FTD se takode moze ispoljiti i
kao semanti¢ka varijanta primarne progresivne afazije koja se karakteriSe anomijom i deficitom u
razumevanju pojedina¢nih re¢i (Hodges et al., 1992, Gorno-Tempini et al., 2011). bvFTD u odnosu
na primarnu progresivnhu afaziju predstavlja zastupljeniji oblik sa cetiri puta veCom ucestaloScu
(Hogan et al., 2016). Klinicka prezentacija FTD-a u okviru preklapajuéeg sindroma moze se
ispoljiti zajedno sa drugim neurodegenerativnim oboljenjima kao $to su BMN (Seelaar et al., 2007,
Burrell et al., 2011, Kertesz and McMonagle, 2011), PSP (Rohrer et al., 2010, Kertesz and
McMonagle, 2011), kortikobazalna degeneracija (Gorno-Tempini et al., 2004, Kertesz and
McMonagle, 2011). Znaci parkinsonizma prisutni su kod 22,7% pacijenta sa dijagnozom bvFTD pri
Ccemu je najzastupljeniji simptom bradikinezija, a najmanje zastupljen tremor (Padovani et al.,
2007).

Veoma cCesto u literaturi sreCe se temin frontotemporalna lobarna degeneracija koja se
odnosi na bolesnike sa klinickom prezentacijom FTD-a kod kojih je geneti¢ki potvrdeno postojanje
varijante koja je uzro¢nik FTD-a ili je biopsijom ili postmortem patohistoloski potvrden FTD
(Finger, 2016). Makroskopskim postmortem pregledom obi¢no se uocava atrofija frontalnih i/ili
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temporalnih reznjeva mozga (McKhann et al., 2001). Na osnovu patoloskih karakteristika FTLD se
moze podeliti na podtipove FTLD-tau, FTLD-TDP, FTLD-FUS i FTLD-UPS (Mackenzie et al.,
2010).

Dosadasnje geneticke analize povezuju FTD, bilo kao samostalni klinicki fenotip ili u
okviru nekog drugog sindroma, sa mutacijama u genima MAPT (Hutton et al., 1998), GRN (Cruts et
al.,, 2006), VCP (Watts et al., 2004, van der Zee et al.,, 2009), CHMP2B (eng. Charged
Multivesicular Body Protein 2B) (Skibinski et al., 2005), TARDBP (Benajiba et al., 2009), FUS
(Broustal et al., 2010), C9orf72 (DeJesus-Hernandez et al., 2011, Renton et al., 2011), CSF1R (eng.
Colony Stimulating Factor 1 Receptor) (Rademakers et al., 2011), SQSTM1 (eng. Sequestosome 1)
(Rubino et al., 2012), TREM2 (eng. Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 2) (Guerreiro
et al., 2013), UBQLNZ2 (eng. Ubiquilin 2) (Gellera et al., 2013), CHCHD10 (eng. Coiled-Coil-Helix-
Coiled-Coil-Helix Domain Containing 10) (Bannwarth et al., 2014), OPTN i TBK1 (eng. TANK
Binding Kinase 1) (Pottier et al., 2015).

1.3.3 Alchajmerova bolest

Alchajmerova bolest je progresivno neurodegenerativno oboljenje koje se klini¢ki
manifestuje padom kognitivnih i memorijskih sposobnosti, progresivnim pogor$anjem u izvodenju
svakodnevnih zivotnih aktivnosti, neuropsihijatrijskim simptomima kao i poremecajima u
ponasanju (Cummings, 2004). Postmortem analize su pokazale da AB ¢ini 77% patoloski
potvrdenih demencija od kojih 54% ima ¢ist oblik AB (Barker et al., 2002).

Procenjena stopa incidencije demencije usled AB u populaciji preko 60 godina starosti
iznosi 15,8 na 1000, a stopa prevalencije merena u odredenom vremenskom trenutku iznosi 40,2 na
1000 u populaciji preko 60 godina starosti (Fiest et al., 2016). Prema statistickoj proceni
pretpostavlja se da ¢e u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama broj osoba sa demencijom usled AB u
periodu od 2010. do 2050. godine biti utrostruc¢en i 2050. godine iznosi¢e 13,8 miliona od ¢ega ¢e 7
miliona imati 85 ili vise godina (Hebert et al., 2013).

AB se fenotipski najcesce, kao klasi¢no ispoljavanje, javlja u obliku progresivnog
amnestickog sindroma koji obuhvata poteSkoce sa pamcenjem skorasnjih dogadaja Cesto pracene
otezanim pronalazenjem re¢i kao i imena bliskih ljudi (Petersen, 1998). Prema revidiranim
kriterijumima za postavljanje dijagnoze demencije usled AB prema McKhann i saradnicima iz
2011. godine, predloZena terminologija obuhvata tri grupe: verovatna demencija AB, moguca
demencija AB i verovatna ili moguca demencija AB sa dokazima o postojanju patofizioloskih
procesa koji se vezuju za AB. Verovatna demencija AB pored amnesticke klini¢ke prezentacije
moze imati 1 neamnesticku formu koja moze biti jeziCka prezentacija, vizuospacijalna prezentacija i
egzekutivna disfunkcija (McKhann et al., 2011). Postavljanje definitivne dijagnoze AB ukljucuje
klinicke kriterijume za verovatnu AB kao 1 biopsijom ili autopsijom potvrden histopatoloski nalaz
(McKhann et al., 1984).

Neke od patoloskih karakteristika AB za koje se veruje da doprinose oStec¢enju neurona su
formiranje B amiloidnih plaka van nervne ¢elije koje ometaju medusobnu komunikaciju neurona na
sinapsama 1 doprinose ¢elijskoj smrti, dok akumulacija abnormalne forme proteina tau (eng. tau
tangles) unutar neurona blokira transport esencijalnih molekula u ¢eliju (Alzheimer's , 2016). 1992,
godine Hardy i Higgins postavili su hipotezu amiloidne kaskade prema kojoj nakupljanje proteina
amiloid B dovodi do patologije AB (Hardy and Higgins, 1992).

AB koja pocinje pre 65. godine zivota definiSe se kao AB ranog pocetka (ABrp), prisutna je
kod manje od 10% slucajeva i uglavnom se nasleduje autozomno-dominantno dok se pocetak
bolesti nakon 65. godine zivota smatra AB kasnog pocetka (ABkp) i dosta je ¢es¢a (Hinz and
Geschwind, 2017). Kod ABrp oko 80% mutacija desava se u genu PSEN1 (eng. Presenilin 1), oko
15% u genu APP (eng. Amyloid Beta Precursor Protein) i oko 5% u genu PSEN2 (eng. Presenilin
2) (Hinz and Geschwind, 2017). ABKkp povezuje se sa APOE &4 alelom koji se smatra faktorom
rizika za AB kod sporadi¢nih i familijarnih oblika bolesti (Saunders et al., 1993). APOE ima tri
forme alela €2, €3 i &4 pri ¢emu je alel €3 u homozigotnom obliku najucestaliji u populaciji (61%),
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dok alel €2 u homozigotnom obliku ima najmanju ucestalost, od 0,5% (Alzheimer's, 2016). Nosioci
alela ¢4 u homozigotnom obliku imaju ve¢i rizik za razvoj AB u odnosi na nosioce ovog alela u
heterozigotnom obliku (Neu et al., 2017). Takode, uticaj pola i APOE genotipa povezan je sa
rizikom za nastanak AB. Kod Zena prisustvo APOE genotipa €2/e3 smanjuje rizik za AB vi$e nego
kod muskaraca, dok zene genotipa APOE &£3/e4 u zivotnoj dobi 65-75 godina imaju ve¢i rizik za AB
u odnosu na muskarce (Neu et al., 2017).

1.3.4 Atipi¢na demencija

Pored klasi¢nih opisa za AB 1 FTD, prema literaturi i u svakodnevnoj klinickoj praksi, srecu
se oblici koji ne zadovoljavaju kriterijume za navedene tipi¢ne forme demencije pa se zbog toga
svrstavaju u grupu atipi¢nih demencija (Cipriani et al., 2015). Kod odredenog broja bolesnika
postojanje atipi¢nog klinickog toka vodi otezanom postavljanju klinicke dijagnoze, a samim tim i
terapije.

Postavljanje dijagnoze demencije podrazumeva prikupljanje podataka putem anamneze,
neuroloskog pregleda sa procenom mentalnog statusa, laboratorijske analize za procenu
metaboli¢kih i1 fizioloskih abnormalnosti kao i primenu magnetne rezonancije i kompjuterske
tomografije (Gale et al., 2018), pri ¢emu patoloska analiza predstavlja ,zlatni standard* za
postavljanje dijagnoze (Cipriani et al., 2015).

Kod bolesnika koji imaju demenciju atipi¢nog tipa sa prisustvom pozitivne porodi¢ne
anamneze, geneticke analize su pokazale prisustvo mutacije u genu PSEN2 (Binetti et al., 2003) kao
i mutacije u genu PSEN1 kod bolesnika koji je pored demencije, koja se nije mogla klasifikovati
kao demencija po tipu Alchajmera, imao i spasticnu paraparezu (Jacquemont et al., 2002).
Sekvenciranjem genoma detektovano je prisustvo varijanti nejasnog znacaja u genima TNK1 (eng.
Tyrosine Kinase Non Receptor 1), MAPT, SORL1 (eng. Sortilin Related Receptor 1), MME (eng.
Membrane Metalloendopeptidase) i TM2D3 (eng. TM2 Domain Containing 3) (Cochran et al.,
2019).
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2.CILJEVI RADA

Predmet istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji bila je analiza GGGGCC ponovaka u
nekodirajuéem regionu gena C9orf72 kod bolesnika obolelih od razlic¢itih neurodegenerativnih
bolesti. U tu svrhu postavljeni su slede¢i ciljevi:

1. Utvrdivanje ucestalosti i distribucije GGGGCC ponovaka kao i prisustva ekspanzija kod
bolesnika sa teritorije Srbije sa amiotrofic(nom lateralnom sklerozom, bole$¢u sli¢noj
Hantingtonovoj bolesti, multiplom sistemskom atrofijom, progresivnom supranuklearnom
paralizom, blagim kognitivnim poremecajem, frontotemporalnom  demencijom,
Alchajmerovom boles¢u i atipicnom demencijom.

2. Detaljna klinicka karakterizacija bolesnika sa detektovanim GGGGCC ekspanzijama.

3. Ispitivanje korelacije veli¢ine ponovaka i odredenih klini¢kih parametara kod bolesnika sa
detektovanim GGGGCC ekspanzijama kao i kod bolesnika bez detektovanih GGGGCC
ekspanzija.

4. Formulisanje preporuka za geneticko testiranje bolesnika na prisustvo GGGGCC ekspanzije
u populaciji Srbije.
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3.MATERIJAL | METODE

3.1 Ispitanici
3.1.1 Bolesnici i €lanovi porodice

U okviru ove doktorske disertacije istrazivanje je obuhvatilo ukupno 1052 bolesnika od
kojih je 1000 bolesnika ambulantno ili bolni¢ki le¢eno na Klinici za neurologiju Univerzitetskog
Klini¢kog centra Srbije (UKCS) u periodu od 2008. do 2021. godine. Krv i prate¢a medicinska
dokumentacija za 52 bolesnika poslati su iz drugih bolnickih ustanova u UKCS radi genetickog
testiranja. Bolesnici su registrovani u klini¢koj bazi Klinike za neurologiju, UKCS. Bolesnici sa
registrovanim mutacijama u drugim genima nisu bili iskljuceni iz analize.

Raspodela bolesnika prema klini¢kim dijagnozama bila je sledeca:

e U grupi bolesnika sa predominantno motornim poremecajima

- 383 bolesnika bilo je sa dijagnozom amiotrofi¢ne lateralne skleroze (210 muskaraca i
173 Zene),
- 80 bolesnika sa postavljenom dijagnozom bolesti sliéne Hantingtonovoj bolesti (30
muskaraca i 50 zena),
- 44 bolesnika sa postavljenom dijagnozom multiple sistemske atrofije (21 muskarac i
23 Zene),
- 73 bolesnika sa dijagnozom progresivne supranuklearne paralize (41 muskarac i 32
zene).

e U grupi bolesnika sa predominantno kognitivno-bihejvioralnim poremecajima
- 118 bolesnika sa dijagnozom blagog kognitivnog poremecaja (34 muskarca i 84 Zene),
- 129 bolesnika sa dijagnozom frontotemporalne demencije (74 muskarca i 55 Zena),
- 176 bolesnika sa dijagnozom Alchajmerove bolesti (79 muskaraca i 97 Zena),
- 49 bolesnika sa dijagnozom atipi¢ne demencije (22 muskarca i 27 Zena).

Ukupno 5 osoba je testirano presimptomatski kao srodnici bolesnice sa dijagnozom
frontotemporalne demencije koja je bila nosilac intermedijernog broja ponovaka na duzem alelu (2
muskarca 1 3 Zene).

Svi bolesnici ukljuéeni u ovo istrazivanje detaljno su usmeno i pismeno informisani o
ciljevima istrazivanja i potpisali su informisani pristanak za uce$¢e u ovoj studiji. Studija je
odobrena od strane Eti¢ckog odbora UKCS (odluka broj 402/5 od 30.01.2020.).

Dijagnoze su postavljene na osnovu kriterijuma:

- ALS na osnovu kriterijuma EI Escorial (Brooks et al., 2000),

- Bolest sli¢na Hantingtonovoj bolesti na osnovu klinicke slike Hantingtonove bolesti i

odsustva ekspanzije CAG ponovaka u genu HTT,

- MSA na osnovu kriterijuma (Gilman et al., 2008),

- PSP na osnovu kriterijuma (Hoglinger et al., 2017),

- BKP na osnovu kriterijuma (Albert et al., 2011),

- FTD na osnovu kriterijuma (Gorno-Tempini et al., 2011, Rascovsky et al., 2011),

- AB na osnovu kriterijuma (McKhann et al., 2011),

- ALS/FTD na osnovu kriterijuma (Strong et al., 2017).

Za svakog bolesnika dokumentovana je starost na pocetku bolesti.

Kod bolesnika sa dijagnozom amiotrofi¢na lateralne skleroze prikupljeni su i dodatni podaci
da li je pocetak oboljenja bio spinalni, bulbarni ili respiratorni. Osim toga, kod bolesnika sa
spinalnim pocetkom, dokumentovano je da li je bolest pocela na gornjim ili donjim ekstremitetima,
kao 1 da li je pocela na levim ili desnim ekstremitetima.
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Za svakog bolesnika prikupljeni su dostupni podaci o porodi¢noj anamnezi. U grupi
bolesnika sa predominantno motornim poremecajima, na osnovu porodiéne anamneze
kategorizacija je vrSena u sledece tri grupe: pozitivna porodi¢na anamneza, negativna porodicna
anamneza ili nepoznata porodi¢na anamneza.

Kod bolesnika sa dijagnozom amiotrofi¢ne lateralne skleroze u slucaju pozitivne porodicne
anamneze razlikovane su Cetiri podkategorije:

- pozitivna porodi¢na anamneza na ALS,

- pozitivna porodi¢na anamneza na demencije,

- pozitivna porodi¢na anamneza na PB,

- pozitivna porodi¢na na psihijatrijske tegobe.

U grupi bolesnika sa predominantno kognitivno-bihejvioralnim poremecajima koris¢ena je
modifikovana skala 1-4 po Goldmanu iz 2005. godine (Goldman et al., 2005) i Beku iz 2008.
godine (Beck et al., 2008) gde se razlikuju sledece kategorije:

1 - autozomno-dominantan oblik nasledivanja ukoliko postoje najmanje tri ¢lana porodice

u dve generacije,

2 - porodi¢na agregacija ukoliko postoje najmanje tri srodnika pri ¢emu nisu zadovoljeni

kriterijumi za autozomno-dominanatan oblik nasledivanja,

3 - ukoliko postoji srodnik sa poc¢etkom bolesti pre 65. godine zivota,

3,5 - ukoliko postoji srodnik gde bolest pocinje posle 65. godine zZivota,

4 - negativna porodi¢na istorija ili ne postoje podaci.

Prisustvo psihijatrijskih tegoba kod ¢lanova porodice bolesnika sa predominantno kognitivno-
bihejvioralnim poremecajima ukljuceno je pozitivnu porodi¢nu anamnezu.

U grupi bolesnika sa predominantno kognitivno-bihejvioralnim poremecajima koriséena je
mala skala za procenu mentalnog statusa (eng. Mini-Mental State Examination, MMSE)(Folstein et
al., 1975).

U cilju izvodenja molekularno genetic¢kih analiza svakom bolesniku je punktirano do 10 ml
venske krvi u vakutanere u kojima se nalazio antikoagulans natrijum citrat ili EDTA. Uzorci krvi su
¢uvani na +4°C do trenutka izolacije molekula DNK nakon ¢ega su skladisteni na -20°C u
Laboratoriji za geneticku i molekularnu dijagnostiku neuroloskih bolesti na Klinici za neurologiju,
UKCS.

3.1.2 Kontrolna grupa

Kontrolna grupa sastojala se od 96 ispitanika (27 osoba muskog i 69 osoba zenskog pola)
koji nisu bili u krvnom srodstvu sa bolesnicima. Ispitanici su pregledani od strane neurologa i
utvrdeno je da nemaju neuroloske tegobe. Takode, porodi¢na anamneza je bila kategorije 4 prema
modifikovanom Goldman skoru. Podaci koji su prikupljeni o ispitanicima su pol i starost u trenutku
uzorkovanja krvi za geneti¢ke analize.

Nakon davanja saglasnosti za u¢estvovanje u ovom istrazivanju ispitanicima je uzet uzorak
od 10 ml venske krvi na antikoagulansu EDTA ili natrijum-citratu. Krv je skladi$tena na +4°C do
trenutka izolacije molekula DNK nakon ¢ega su uzorci krvi skladisteni na -20°C u Laboratoriji za
geneti¢ku i molekularnu dijagnostiku neuroloskih bolesti na Klinici za neurologiju, UKCS.

Molekularno geneticke analize izvodene su u Laboratoriji za geneticku 1 molekularnu
dijagnostiku neuroloskih bolesti na Klinici za neurologiju, UKCS.
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3.2 Metode molekularno geneticke analize

Odredivanje broja GGGGCC ponovaka kao i prisustva GGGGCC ekspanzija u
nekodirajuéem regionu gena C90rf72 vrseno je prema metodama (DeJesus-Hernandez et al., 2011)
u dva koraka:

1. Koris¢ena je metoda reakcije lancane polimerizacije (eng. Polymerase Chain Reaction,
PCR) primenom protokola koji ukljucuje dva koraka. U prvom koraku analize, PCR
metodom umnozen je region koji sadrzi ponovke i U tu svrhu kori$éen je klasi¢no dizajniran
par prajmera pri ¢emu je jedan od prajmera fluorescentno obeleZzen (eng. quantitative
fluorescence polymerase chain reaction, QF-PCR) (Poglavlje 3.2.2.1). Ovim korakom
moguce je detektovati samo prisustvo neekspandovanih alela velicine do 30 GGGGCC
ponovaka. Kod bolesnika kod kojih je pokazano prisustvo samo jednog alela veli¢ine
normalnog opsega do 30 GGGGCC ponovaka, radi utvrdivanja da li je, pored normalnog,
prisutan i patoloski alel koji ima preko 30 ponovaka ili je re¢ o normalnom homozigotu,
raden je repeat-primed PCR (RP-PCR) (Poglavlje 3.2.2.2).

2. Kod bolesnika kod kojih je repeat-primed PCR metodom utvrdeno prisustvo testerastog
signala (eng. saw tooth pattern) opadajuéeg intenziteta raden je small-pool PCR (Poglavlje
3.2.2.3) pracen Southern blot hibridizacijom (Poglavlje 3.2.5) koji je za te svrhe
optimizovan u Laboratoriji za geneti¢ku i molekularnu dijagnostiku neuroloskih bolesti na
Klinici za neurologiju, UKCS.

Velic¢ina C9orf72 alela grupisana je u tri kategorije (Renton et al., 2011, Majounie et al.,
2012b, Xi et al., 2012, Cannas et al., 2015):
- aleli koji su imali manje od 20 ponovaka smatrani su normalnim,
- aleli koji su imali 20-29 ponovaka smatrani su intermedijernim alelima,
- aleli koji su imali preko 30 ponovaka smatrali su se patogenim.

3.2.1 Izolacija i odredivanje koncentracije izolovane genomske DNK

Izolacija genomske DNK iz periferne krvi vrSena je upotrebom komercijalnog seta
PureLink™ Genomic DNA Mini kit INVITROGEN (Life Techonologies, USA) i metodom
isoljavanja. PureLink™ Genomic DNA Mini kit namenjen je za brzo izolovanje genomske DNK iz
pune krvi i drugih telesnih te¢nosti. Na ovaj nacin izolovana genomska DNK koris¢ena je za
reakciju lancane polimerizacije (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR), odnosno, za fluorescentni
PCR i za repeat-primed PCR metod. Za pripremu koraka koji su prethodili small-pool PCR reakciji
pracenoj Southern blot hibridizacijom koris¢ena je genomska DNK dobijena modifikovanom
metodom isoljavanja (eng. salting out) prema Miller-u, 1988 (Miller et al., 1988).

U gore navedenim metodama izolacije DNK, u prisustvu proteinaze K, prvo se vrsi liziranje
limfocita periferne krvi puferom za lizu. Prilikom upotrebe komercijalnog seta PureLink, DNK u
lizatu se vezuje za silikonsku membranu kolonice, zatim se ispira odgovarajucim puferima, i nakon
prediS¢avanja eluira sa membrane upotrebom odgovarajuceg pufera ili redestilovane vode. Kod
primene metode isoljavanja, DNK iz lizata se oslobada proteina primenom saturisanog rastvora soli,
precipitira etanolom i zatim rastvara u redestilovanoj vodi.

Odredivanje koncentracije izolovane DNK vrSeno je fluorometrijskom metodom pomocu
uredaja Qubit® 3.0 Fluorometer (Invitrogen, SAD) i komercijalnog seta Qubit™ dsDNA BR Assay
Kits (Invitrogen, SAD).

Qubit dsDNA set sadrzi fluorescentnu boju koja se selektivno vezuje za dvolancani molekul
DNK i fluorescira tek nakon vezivanja za DNK. Pri odredenoj koncentraciji boje, intenzitet
flurescence rastvora je direktno proporcionalan koncentraciji DNK u datom rastvoru. Fluorescentni
signal merenog uzorka se ocitava pomocu Qubit fluorometra i zatim, na osnovu DNK standarda
poznatih koncentracija, direktno preracunava u koncentraciju DNK.
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3.2.1.1 Protokol za izolaciju genomske DNK iz krvi upotrebom seta PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit INVITROGEN

Izolacija genomske DNK vrSena je prema uputstvu proizvodaca. Koraci centrifugiranja su

izvodeni na sobnoj temperaturi.

1.

2.

10.

U tubicu od 1,5 ml dodato je 20 pl proteinaze K, zatim 200 pl periferne krvi i 20 pul RNaze
A;

Tubica sa smeSom je kratko vorteksovana, a zatim i kratko centrifugirana (Centrifuge 5804
R, rotor FA-45-30-11, Eppendorf, Nemacka) i ostavljena da stoji 2 minuta na sobnoj
temperaturi;

U tubicu sa smeSom dodato je 200 ul pufera za lizu nakon ¢ega je tubica vorteksovana i
inkubirana 10 minuta na 56°C;

Nakon inkubacije tubica sa smeSom je kratko centrifugirana i u nju je dodato 200 pl 96%
etanola (Honeywell, Nemacka), a zatim kratko vorteksovana i kratko centrifugirana;

Ceo sadrzaj iz tubice prenet je u PureLink spin kolonicu i centrifugiran 1 minut na 9700
obrtaja u minuti (eng. rotation per minute, rpm);

Nakon zavrSene centrifuge kolektorska tuba u kojoj se nalazio filtrat je odbacena, a spin
kolonica je prebacena u novu kolektorsku tubicu od 2 ml;

U spin kolonicu dodato je 500 ul pufera 1, a zatim je spin kolonica centrifugirana 1 minut na
9700 rpm nakon Cega je spin kolonica prebacena u novu kolektorsku tubicu, a kolektorska
tubica sa filtratom je odbacena;

Potom je u spin kolonicu dodato 500 pl pufera 2, kolonica je centrifugirana 3 minuta na
13000 rpm, kolektorska tuba sa filtratom je odbacena, a spin kolonica je preneta u tubicu od
1,5ml;

U spin kolonicu je zatim dodato 120 pl dejonizovane vode, potom inkubirana 5 minuta na
sobnoj temperaturi nakon ¢ega je tubica centrifugirana 2 minuta na 13000 rpm;

Spin kolonica je odbacena, a izolovani uzorak DNK koji je eluiran u vodi ¢uvan je na +4°C
ili -20°C do analize.

3.2.1.2 Protokol za izolaciju genomske DNK iz krvi metodom isoljavanja

Miller,
korake:

1.

2.
3.
4.

11.

12.

Koris¢ena je modifikovana metoda izolacije genomske DNK metodom isoljavanja prema
1988. Koraci centrifugiranja izvodeni su na sobnoj temperaturi. Metoda ukljucuje sledece

Uzorak krvi (5-10 ml) presut je u radnu epruvetu u koju je dodata ista zapremina pufera za
lizu (0,32 M saharoza; 10 mM TRIS HCI. pH 7,5; 1% TRITONx100; 5 mM MgCl,);
Epruveta sa smeSom je kratko vorteksovana i inkubirana 15 minuta na +4°C;

Nakon inkubacije epruveta je ponovo vorteksovana i centrifugirana 10 minuta na 2800 rpm;
Supernatant je odbacen i u preostali talog je dodato do 5 ml fizio pufera (0,075 M NacCl;
0,025 M EDTA pH8);

Smesa je vorteksovana i zatim centrifugirana 10 minuta na 2800 rpm;

Supernatant je odbacen i ponavljen je postupak sa dodavanjem fizio pufera;

Supernatant je odbacen i u talog je dodato 3 ml pufera A (10 mM Tris-HCL pH 8; 400 mM
NaCl; 2 mM EDTA), 25 ul proteinaze K;

Smesa je vorteksovana da se rastvori talog i dodato je 200 pl 10% SDS;

Smesa je inkubirana preko noc¢i na 37 °C;

. Nakon zavrSene inkubacije u smeSu je dodato 1 ml 6 M NaCl, vorteksovana je i

centrifugirana 10 minuta na 2800 rpm;

Supernatant je preliven u drugu epruvetu i centrifugiran 10 minuta na 2800 rpm, a epruveta
se talogom je odbacena;

Supernatant je ponovo preliven u drugu epruvetu i dodata je ista zapremina izopropanola;
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13. Epruveta sa smesom je polako izvrtana dok se ne pojavi belic¢asti kon¢i¢ DNK;

14. Pipetom je DNK u vidu konci¢a prebacena u 70% hladan etanol na 30 sekundi;

15. Nakon vadenja iz etanola DNK je suSena na sobnoj temperaturi oko 1h;

16. Nakon zavrSenog procesa suSenja DNK je resuspendovana u redestilovanoj vodi i ¢uvana na
+4°C.

3.2.1.3 Odredivanje koncentracije izolovane DNK pomoc¢u seta Qubit™ dsDNA BR Assay
Kits

Merenje koncentracije DNK vr$eno je u odgovaraju¢im Qubit™ assay tubicama (Invitrogen,
SAD) zapremine 0,5 ml. Kvantifikacija DNK vrSena je prema protokolu proizvodaca na sledeci
nacin:

1. Qubit™ radni rastvor ukupne zapremine 200 pl po uzorku napravljen je tako $to je Qubit™

dsDNA BR reagens rastvoren u Qubit™ dsDNA BR puferu u odnosu 1:200;

2. U tubice za merenje standarda razliveno je 190 pl Qubit™ radnog rastvora i po 10 pl

odgovaraju¢eg DNK standarda (Standard 1 (0 ng/ul) i Standard 2 (100 ng/pl));

3. U tubice za merenje uzoraka razliveno je po 199 pl Qubit™ radnog rastvora. Potom je u
svaku Qubit™ assay tubicu sa Qubit™ radnim rastvorom ispipetirano po 1 ul odgovarajuce
DNK. Ukupna zapremina smese u svakoj Qubit™ assay tubici iznosi 200 pl;

Sve tubice su potom kratko vorteksovane i inkubirane 2 minuta na sobnoj temperaturi;

Napravljena je standardna kriva merenjem fluorescence, odnosno koncentracije Standarda 1

i Standarda 2 na aparatu Qubit® 3.0 Fluorometer (Invitrogen, SAD);

6. Koncentracije uzoraka su izmerene na aparatu Qubit® 3.0 Fluorometer (Invitrogen, SAD) i
izrazene u ng/pl.

ok~

3.2.2 Lan¢ana reakcija polimerizacije — PCR

Metoda lancane reakcije polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) bazira se na
procesu replikacije molekula DNK i predstavlja in vitro amplifikaciju odredenog regiona DNK,
odnosno regiona od interesa (Mullis et al., 1986). Zeljeni region DNK za amplifikaciju ograni¢ava
se upotrebom specifi¢nih suprotno orjentisanih jednolancanih oligonukleotidnih sekvenci - uzvodni
I nizvodni prajmer, koji hibridizuju sa komplementarnim regionom DNK molekula. Pored molekula
DNK, za uspes$no izvodenje PCR reakcije neophodni su: nukleotidi (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
joni magnezijuma, pufer, aditivi i Taq polimeraza koja katalizuje ceo proces sinteze DNK. PCR
reakcija se odvija u ponovljenim ciklusima koji se sastoje od denaturacije DNK molekula,
hibridizacije prajmera sa DNK (eng. annealing ) i ekstenzije. Broj ponovljenih ciklusa je 25-40 pri
¢emu u svakom ciklusu dolazi do povecanja broja kopija amplifikovanog fragmenta od interesa. Po
zavrSetku poslednjeg ciklusa sledi korak finalne elongacije u kome dolazi do kompletiranja
delimicno sintetisanih produkata.

Od otkrica PCR-a pa do danas razvijene su i brojne modifikacije ove metode koje
omogucavaju da se PCR upotrebi u specificne svrhe. U ovom istrazivanju kori$¢ene su tri varijante
PCR-a: fluorescentni PCR, repeat-primed PCR i small-pool PCR.

3.2.2.1 Fluorescentni PCR

Fluorescentni PCR je adaptacija klasicne PCR metode gde se u cilju dobijanja fluorescentno
obeleZenih PCR produkata koristi jedan prajmer koji je na svom 5’ kraju obelezen odgovaraju¢om
fluorescentnom bojom. Ovom modifikacijom se omogucava analiza duzina PCR produkata
kapilarnom elektroforezom kojom se vrsi razdvajanje fragmenata sa rezolucijom od 1 bp.

Fluorescentni PCR je koris¢en za umnozavanje segmenta gena C9orf72 koji sadrzi
GGGGCC ponovke. Odredivanjem duzine ovog fragmenta, koje se u sledeCem koraku vrsi
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kapilarnom elektroforezom (Poglavlje 3.2.3), odreduje se broj GGGGCC ponovaka u genu
C90rf72. Ovim pristupom moguce je detektovati samo prisustvo neekspandovanih alela veli¢ine do
oko 30 GGGGCC ponovaka.

Prajmeri su dizajnirani uz pomo¢ slobodno dostupnog softvera Primer3 web verzija 4.0.0,
https://primer3.ut.ee (Koressaar and Remm, 2007, Untergasser et al., 2012). Sekvence prajmera date
su u Tabeli 1.

Tabela 1. Sekvenca oligonukleotidnih prajmera za amplifikaciju nekodirajuéeg segmenta gena
C90rf72 koji sadrzi GGGGCC ponovke.

Oznaka prajmera Sekvenca prajmera
CI9F FAM-5’-GAAACAACCGCAGCCTGTAG-3’
CI9R 5’-GCCTCCTCACTCACCCACT-3’

F - uzvodni prajmer; R - nizvodni prajmer; FAM - fluorescentna boja

Pripremanje PCR reakcione smeSe vrSeno je u mikrotubama zapremine 0,2 ml ili u PCR
plejtovima sa 96 mesta (96 PCR Plate without skirt, Sarstedt, Velika Britanija). PCR reakciona
smesa pripremana je na ledu i komponente koje ulaze u njen sastav, osim polimeraze, pre upotrebe
su kratko vorteksovane i centrifugirane. Posto je u toku izvodenja eksperimentalnog dela ove
disertacije dosSlo do prestanka proizvodnje polimeraze koja je koriS¢ena za pripremu reakcione
smese, umesto prvobitnog protokola (Protokol 1), optimizovan je novi protokol (Protokol 2) gde su
koris¢eni pufer i polimeraza drugog proizvodaca. Sastav reakcione smeSe sa finalnim
koncentracijama komponenti za Protokol 1 dat je u Tabeli 2, dok je sastav reakcione smeSe sa
finalnim koncentracijama komponenti za Protokol 2 dat u Tabeli 3.

Tabela 2. Sastav PCR reakcione smese za Protokol 1 i finalna koncentracija komponenti

Komponente reakcione smese Finalne koncentracije
10x Long PCR buffer sa 15 mM MgCl," 1x

10 mM dNTPs 0,2 mM svaki nukleotid
CoF 0,4 pmol/ul

CI9R 0,4 pmol/ul

DMSO™ 10% (V/v)

Long PCR Enzyme Mix (5U/ul) 05U

DNK 1-3ng

Dejonizovana voda Do 10 ul

Ukupna zapremina 10 pl

*10x Long PCR buffer sa 15 mM MgCl, (Thermo Scientific, SAD)
**DMSO (eng. Dimethylsulfoxide (Thermo Scientific, SAD))

Tabela 3. Sastav PCR reakcione smese za Protokol 2 i finalna koncentracija komponenti

Komponente reakcione smese Finalne koncentracije
2x Xtreme Buffer 1x

2 mM dNTPs 0,4 mM svaki nukleotid
COF 0,1 pmol/ul

Co9R 0,1 pmol/ul

5 mM 7-deaza dGTP” 0,4 mM

KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase** 0,2 U

DNK 20-30 ng

Dejonizovana voda Do 10 ul

Ukupna zapremina 10 pl

* 7-deaza dGTP (eng. 7-Deaza-2'-deoxyguanosine 5'-triphosphate (Sigma-Aldrich, SAD))
**KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase (1 U/ul in 50 mM Tris-HCI, ImM DTT,
0,1 mM EDTA, 50% glycerol, 0,001% Nonidet P-40, 0,001%, Tween® 20, pH 8.0)(Toyobo, Japan)
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PCR amplifikacija izvodena je u Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) ili
ProFlex PCR system (Applied Biosystems, SAD) aparatima. Za oba protokola koris¢en je
Touchdown PCR program (TD PCR). Specifi¢nost TD PCR programa ogleda se u vi$oj inicijalnoj
temperaturi hibridizacije nego S$to je temperatura topljenja (Tm) koriS¢enih prajmera, ¢ime Se
povecéava specifi¢nost reakcije. Zatim se u narednim ciklusima (10-15 ciklusa) temperatura reakcije
u svakom narednom ciklusu snizava i na taj naCin se dostize optimalna temperatura hibridizacije
(Korbie and Mattick, 2008). Temperaturni profil PCR amplifikacije za Protokol 1 i Protokol 2
prikazani su u Tabeli 4 i 5, redom.

Tabela 4. Temperaturni profil PCR amplifikacije za Protokol 1

Inicijalna 94°C 5 minuta .
denaturacija L ciklus
Denaturacija 94°C 30 sekundi

Hibridizacija 60°C 30 sekundi 10 ciklusa
Elongacija 72°C 45 sekundi

Denaturacija 94°C 30 sekundi

Hibridizacija 60°C 30 sekundi* 20 ciklusa
Elongacija 72°C 1 minut

Denaturacija 94°C 30 sekundi

Hibridizacija 50°C 30 sekundi 10 ciklusa
Elongacija 72°C 45 sekundi

Finalna elongacija 60°C 60 minuta 1 ciklus
Hladenje +4°C Do vadenja uzoraka iz aparata

* temperatura hibridizacije se snizava za 0,5°C u svakom narednom ciklusu do postizanja 50 °C

Tabela 5. Temperaturni profil PCR reakcije za Protokol 2

Inicijalna 94°C 2 minuta 1 cikl
denaturacija CIKIus
Denaturacija 98°C 30 sekundi

Hibridizacija 60°C 30 sekundi ** | 10 ciklusa
Elongacija 72°C 45 sekundi

Denaturacija 98°C 15 sekundi

Hibridizacija 60°C 30 sekundi*** | 20 ciklusa
Elongacija 72°C 45 sekundi

Denaturacija 98°C 15 sekundi

Hibridizacija 50°C 30 sekundi** | 10 ciklusa
Elongacija 72°C 45 sekundi

Finalna elongacija 72°C 5 minuta 1 ciklus
Hladenje +4°C Do vadenja uzoraka iz aparata

* temperatura hibridizacije se sniZava za 0,5°C u svakom narednom ciklusu do postizanja 50 °C
** Ramp Rate aparata je podeSen na 50%

Nakon zavrsene PCR reakcije uzorci su cuvani na +4°C do dalje analize.

3.2.2.2 Repeat-primed PCR

Repeat-primed PCR metoda (RP—PCR) bazirana je na upotrebi tri prajmera od kojih je jedan
fluorescentno obelezen i specifican za dati lokus. Drugi prajmer sadrzi sekvencu komplementarnu
samim ponovcima od interesa i dodatnu sekvencu koja nije homologa sa sekvencom u humanom
genomu 1 za koju ¢e se vezati tre¢i prajmer. Uloga drugog prajmera je da hibridizuje na vise mesta u
samom nizu ponovaka, dok je uloga treeg prajmera da, u kombinaciji sa prvim prajmerom,
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omoguci specifiénu amplifikaciju produkata prva dva prajmera. Tre¢i prajmer se ¢esto oznacava
kao sidro (eng. anchor) ili repi¢ (eng. tail), (Slika 3).

prajmer 1 prajmer 2 prajmer 3

@
(\egzon P //// R e-S biiisiiiinns 220N 1

A
intron 1 heksanukleotidni ponovak

Slika 3. Graficki prikaz vezivanja prajmera prilikom repeat-primed PCR analize. Prilagodeno
prema Renton et. al, 2011.

Ovaj metod je inicijalno razvijen od strane Warnera i saradnika za detekciju ekspandovanih
alela u miotoni¢noj distrofiji tipl i nazvan je triplet repeat-primed PCR (Warner et al., 1996).
Primena ove metode je kasnije pro$irena i na druge bolesti nestabilnih ponovaka, pa metoda dobija
naziv repeat-primed PCR. Primenom repeat-primed PCR-a dobijeni fragmenti razdvojeni
kapilarnom elektroforezom, u slucaju prisustva ekspanzije ponovaka, daju karakteristican dugacak
testerast signal sastavljen od niza signala opadajuceg intenziteta sa medusobnom razlikom od
onoliko baznih parova kolika je veli¢ina samog ponovka. Na ovaj nadin je omoguéena brza
detekcija velikih ekspandovanih alela koji inace ne bi mogli biti amplifikovani standardnom PCR
metodom.

RP-PCR je kori$¢en za umnozavanje segmenta gena C90rf72 koji sadrzi GGGGCC ponovke
kod bolesnika kod kojih je fluorescentnim PCR-om pokazano prisustvo samo jednog alela normalne
veli¢ine (aleli do 30 GGGGCC ponovaka). Ovim se utvrduje da li alel detektovan fluorescentnim
PCR-om predstavlja dva alela iste velic¢ine (bolesnik je homozigot za normalne alele), ili je kod
datog bolesnika prisutan i ekspandovani alel koji ima preko 30 ponovaka i nije mogao biti
amplifikovan standardnim PCR-om. RP-PCR metodom je moguce utvrditi prisustvo ekspanzije, ali
ne 1 utvrditi njenu velicinu.

RP-PCR metoda za odredivanje broja GGGGCC ponovaka radena je na dva nacina,
odnosno upotrebom dva razlicita seta prajmera da bi se izbegla mogucnost dobijanja lazno
negativnih rezultata po preporuci Rolinsona i saradnika (Rollinson et al., 2015). Shodno tome, RP-
PCR analiza je radena prema dva protokola: Protokol 3 koji je uklju¢ivao upotrebu prajmera
objavljenih u Renton i saradnici, 2011 i Protokol 4 koji je ukljuc¢ivao upotrebu prajmera objavljenih
u DelJesus-Hernandez i saradnici, 2011. Kako je i za Protokol 3 koriS¢ena polimeraza kojoj je u
meduvremenu obustavljena proizvodnja, deo uzoraka analiziran je prema Protokolu 3a gde su
kori$éeni pufer i polimeraza drugog proizvodaca. Sekvenca prajmera koris¢enih u Protokol 3 i 3a
prikazana je u Tabeli 6, dok je sekvenca prajmera koris¢enih u Protokolu 4 prikazana u Tabeli 7.
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Tabela 6. Sekvenca oligonukleotidnih prajmera za amplifikaciju GGGGCC ponovaka u
nekodiraju¢em regionu gena C9orf72 metodom RP-PCR koris¢enih u Protokolu 3 i 3a. Sekvence
prajmera su preuzete iz Renton i saradnici, 2011

Oznaka Sekvenca prajmera
prajmera

C9orf72exp F 6-FAM-AGTCGCTAGAGGCGAAAGC
C9orf72 R 5’-

TACGCATCCCAGTTTGAGACGGGGGCCGGGGLCLGGGGLCLGEEEE-32

C9orf72 A 5’-TACGCATCCCAGTTTGAGACG -3’

F - uzvodni prajmer; R - nizvodni prajmer; A - anchor prajmer; 6-FAM — fluorescentna boja

Tabela 7. Sekvenca oligonukleotidnih prajmera za amplifikaciju GGGGCC ponovaka u
nekodiraju¢em regionu gena C9orf72 metodom RP-PCR kori$¢enih u Protokolu 4. Sekvence
prajmera su preuzete iz DeJesus-Hernandez i saradnici, 2011

Oznaka prajmera Sekvenca prajmera

MRX-F NED-TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGA
GGGAAACAACCGCAGCC

MRX-M13R CAGGAAACAGCTATGACC

MRX-R1 CAGGAAACAGCTATGACCGGGCCCGeeC

CGACCACGCCCCGGLLLeasaGLeeeeaa

F - uzvodni prajmer; R1 - nizvodni prajmer; R - anchor prajmer; NED — fluorescentna boja

Priprema reakcione smese za RP-PCR vrSena je na ledu u odgovaraju¢im mikrotubama
zapremine 0,2 ml ili u PCR plejtovima sa 96 mesta (96 PCR Plate without skirt, Sarstedt, Velika
Britanija). Sve komponente koje ulaze u sastav RP-PCR reakcione smesSe, osim polimeraze, pre
upotrebe su kratko vorteksovane i centrifugirane. PCR amplifikacija izvodena je u Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems, SAD) ili ProFlex PCR system (Applied Biosystems, SAD) aparatima
prema odgovaraju¢im temperaturnim profilima. Sastavi RP-PCR reakcionih smeSa sa finalnim
koncentracijama komponenti za Protokol 3, 3a i 4 prikazan su u Tabeli 8, 9 i 10, redom, a njihovi
odgovarajuci temperaturni profili u Tabeli 11, 12 i 13, redom.

Tabela 8. Sastav RP-PCR reakcione smese za Protokol 3 i finalna koncentracija komponenti

Komponente reakcione smese Finalne koncentracije
10x Long PCR buffer sa 15 mM MgCl, 1x

25 mM MgCl, 0,75 mM

10 mM dNTPs 0,2 mM svaki nukleotid
C9orf72exp F 1,4 pmol/ul

C9rf72 R 0,7 pmol/ul

C9orf72 A 0,7 pmol/ul

DMSO™ 10% (V/v)

5M Betain™ 0,5M

Long PCR Enzyme Mix (5U/ul) 25U

DNK 1-3ng

Dejonizovana voda Do 10 pl

Ukupna zapremina 10 pl

*10x Long PCR buffer sa 15 mM MgCl, (Thermo Scientific, SAD)
**DMSO (eng. Dimethylsulfoxide (Thermo Scientific, SAD))
*** Betain (Serva, Nemacka)
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Tabela 9. Sastav RP-PCR reakcione smese za Protokol 3a i finalna koncentracija komponenti

Komponente reakcione smese

Finalne koncentracije

2X Xtreme Buffer

2 mM dNTPs
C9orf72exp F
C9orf72 R

C9orf72 A

5 mM 7-deaza dGTP~

1x

0,4 mM svaki nukleotid
0,3 pmol/ ul

0,15 pmol/ pl

0,3 pmol/ ul

0,4 mM

KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase** 0,2 U

DNK 20-30 ng
Dejonizovana voda Do 10 ul
Ukupna zapremina 10 pl

* 7-deaza dGTP (eng. 7-Deaza-2"-deoxyguanosine 5'-triphosphate (Sigma-Aldrich, SAD))
**KOD Xtreme ™ Hot Start DNA Polymerase (1 U/ul in 50 mM Tris-HCI, ImM DTT,
0,1 mM EDTA, 50% glycerol, 0,001% Nonidet P-40, 0,001%, Tween® 20, pH 8.0)(Toyobo, Japan)

Tabela 10. Sastav RP-PCR reakcione smese za Protokol 4 i finalna koncentracija komponenti

Komponente reakcione smese

Finalne koncentracije

2x Xtreme Buffer

1x

2 mM dNTPs 0,4 mM svaki nukleotid
MRX-F 0,3 pmol/pul

MRX-R1 0,15 pmol/ul
MRX-M13R 0,3 pmol/ul

DMSO* 10% (v/v)

KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase** 0,2 U

DNK 20-30 ng

Dejonizovana voda Do 10 pl

Ukupna zapremina 10 pl

*DMSO (eng. Dimethylsulfoxide(Thermo Scientific, SAD))
**KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase (1 U/ul in 50 mM Tris-HCI, ImM DTT,
0,1 mM EDTA, 50% glycerol, 0,001% Nonidet P-40, 0,001%, Tween® 20, pH 8.0) (Toyobo, Japan)

Tabela 11. Temperaturni profil RP-PCR reakcije za Protokol 3

Inicijaina 95°C 5 minuta 1 ciklus

denaturacija

Denaturacija 95°C 1 minut

Hibridizacija 70°C 30 sekundi * | 14 ciklusa

Elongacija 72°C 4 minuta

Denaturacija 95°C 1 minut

Hibridizacija 56°C 30 sekundi | 22 ciklusa

Elongacija 72°C 4 minuta

Finaina 60°C 15minuta | 1 ciklus

elongacija

Hladenje +4°C Do vadenja uzorka iz
aparata

* temperatura hibridizacije se snizava za 1°C u svakom narednom ciklusu
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Tabela 12. Temperaturni profil RP-PCR reakcije za Protokol 3a

(Ijnlcualna__ 94°C 2 minuta 1 ciklus

enaturacija

Denaturacija | 98°C 30 sekundi

e 70°C 15 .

Hibridizacija sekundi* ** 5 ciklusa

Elongacija 72°C 3 minuta

Denaturacija | 98°C 15 sekundi

Hibridizacija | 61°C 15 sekundi** | 40 ciklusa

Elongacija 72°C 3 minuta

Finalna 72°C 1 minut 1 ciklus

elongacija

Hladenje +4°C !:)0 vadenja uzoraka
1Z aparata

* Temperatura hibridizacije se snizava za 1°C u svakom narednom ciklusu
** Ramp Rate je 5%

Tabela 13. Temperaturni profil RP-PCR reakcije za Protokol 4

Inicijalna 94°C 2 minuta | 1 ciklus

denaturacija

Denaturacija 98°C 30 sekundi

Hibridizacija 67°C 1minut* | 14 ciklusa

Elongacija 72°C 3 minuta

Denaturacija 98°C 15 sekundi

Hibridizacija 53°C 1 minut 22 ciklusa

Elongacija 72°C 3 minuta**

Finalna 72°C 1 minut 1 ciklus

elongacija

Hiadenje +4°C Do vadenja uzoraka iz
aparata

* Temperatura hibridizacije se snizava za 1°C u svakom narednom ciklusu
** Duzina elongacije se produzava za po 10 sekundi u svakom narednom ciklusu

Nakon zavrSene PCR reakcije uzorci su ¢uvani na +4°C do dalje analize.

3.2.2.3 Small-pool PCR

Small-pool PCR metoda (SP-PCR) podrazumeva kori$¢enje vrlo malih koli¢ina (pool-ova)
DNK za amplifikaciju (Jeffreys et al., 1994, Gomes-Pereira et al., 2004). U tu svrhu koristi se
genomska DNK koja je prethodno tretirana odgovarajué¢im restrikcionim enzimom. Od digerirane
DNK koriste se razblazenja tj. mali pool-ovi DNK ¢ija je koncentracija 3-600 pg odnosno 1-200
haploidnih genomskih ekvivalenata (Gomes-Pereira et al., 2004). Kako se za amplifikaciju koristi
mala koli¢ina DNK, prilikom umnoZzavanja nec¢e doc¢i do favorizovanja ampilfikacije kratkih ,,wild-
type “ alela u odnosu na dugacke mutirane alele. U cilju vizuelizacije i odredivanja veli¢ine, SP-
PCR produkti se zatim razdvajaju elektroforezom na agaroznom gelu i detektuju Southern blot
hibridizacijom pod odgovaraju¢im uslovima. Metod Southern blot hibridizacije opisan je u
Poglavlju 3.2.5.

SP-PCR metoda radena je kod bolesnika kod kojih je metodom RP-PCR pokazano prisustvo
patoloskog alela sa ekspanzijom od preko 30 GGGGCC ponovaka u cilju potvrde prisustva
ekspanzije i odredivanja opsega dobijenih velicina. Pre pripreme SP-PCR reakcije, svi uzorci DNK
su digerirani prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.4. Prajmeri koris¢eni za SP-PCR reakciju
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su dati u Tabeli 1. Komponente koje ulaze u sastav SP-PCR reakcione smese, osim polimeraze, pre
upotrebe su vorteksovane i kratko centrifugirane a njihov sastav i finalne koncentracije prikazane su
u Tabeli 14. Priprema SP-PCR reakcione smese vr$ena je na ledu u mikrotubama zapremine 0,2 ml.
PCR amplifikacija vrSena je u ProFlex PCR system (Applied Biosystems, SAD) aparatu prema
odgovaraju¢em temperaturnom profilu (Tabela 15).

Tabela 14. Sastav SP-PCR reakcione smese i finalna koncentracija komponenti

Komponente reakcione smese Finalne koncentracije komponenti
10x Long PCR buffer sa 15 mM MgCl, 1x

25 mM MgCl, 1 mM

10 mM dNTPs 0,2 mM svaki nukleotid
Co9F 0,4 pmol/ul

CO9R 0,4 pmol/ul

DMSO™ 10% (V/v)

Q Solution™ 1x

Long PCR Enzyme Mix 0,6 U

DNK 100 pg - 1,8 ng
Dejonizovana voda Do 10 pl

Ukupna zapremina 10 ul

*10x Long PCR buffer sa 15 mM MgCl, (Thermo Scientific, SAD)
**DMSO (eng. Dimethylsulfoxide(Thermo Scientific, SAD))
*** 5x Q Solution (QIAGEN, Nemacka)

Tabela 15. Temperturni profil SP-PCR reakcije

Inicijalna denaturacija | 94°C 12 minuta 1 ciklus

Denaturacija 95°C 1 minut 20 sekundi

Hibridizacija 60°C 45 sekundi * 10 ciklusa

Elongacija 68°C 4 minuta

Denaturacija 95°C 1 minut 20 sekundi

Hibridizacija 50°C 45 sekundi 22 ciklusa

Elongacija 68°C 4 minuta**

Finalna elongacija 68°C 10 minuta 1 ciklus

Hladenje +4°C Do vadenja uzoraka iz
aparata

* Temperatura hibridizacije se snizava za 1°C u svakom narednom ciklusu
** Duzina elongacije se produzava za po 15 sekundi u svakom narednom cikusu

Po zavrsenoj SP-PCR amplifikaciji SP-PCR produkti su ¢uvani na +4°C do dalje analize
Southern blot metodom.

3.2.3 Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza je metoda koja se zasniva na principu klasi¢nih gel elektroforeza
gde se proces elektroforeze vrsi kroz veoma tanke kapilare ispunjene polimerom koji obavlja ulogu
gela i na ovaj na¢in se mogu razdvojiti fragmenti sa razlikom u duzini za samo jedan bazni par.
Citav proces kapilarne elektroforeze je automatizovan i vrii se na aparatu koji se naziva automatski
DNK sekvenator. Procesom elektroforeze fragmenti se razdvajaju po duzini pri ¢emu kraci
fragmenti putuju brze kroz kapilaru. Kako su fragmenti koji putuju obelezeni fluorescentnim
bojama, u delu kapilare koji je predviden za detekciju, boja biva ekscitovana pod dejstvom
laserskog zraka i emituje svetlost odredene talasne duzine specifi¢ne za tu boju. Svetlost koja se
emituje biva detektovana CCD kamerom (eng. charge-coupled device - CCD), i dobijeni podaci se
automatski obraduju uz pomoc¢ softvera.
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Ova metoda se koristi za odredivanje taénog redosleda nukleotida neke sekvence (DNK
sekvenciranje) kao i za fragmentnu analizu prilikom koje se odreduje tacna duzina analiziranog
fragmenta.

3.2.3.1 Fragmentna analiza

Za izvodenje fragmentne analize neophodni su PCR produkti koji su na jednom kraju
obelezeni fluorescentnom bojom. Fluorescentno obelezeni PCR produkti se zatim meSaju sa
standardom za veli¢ine fragmenata, markerom koji sadrzi fragmente poznatih duZina, takode
obelezene odgovaraju¢om fluorescentnom bojom (razli¢itom od one kojim je obelezen fragment
¢ija se duzina odreduje). Nakon toga, celokupna smesa se razdvaja kapilarnom elektroforezom, pri
¢emu instrument detektuje redosled pojavljivanja fluorescentnih signala. Nakon obrade podataka
dobija se elektroferogram (Slika 4) na osnovu koga se dodatnom softverskom analizom, odnosno
poredenjem analiziranih fragmenata sa standardom, odreduje veli¢ina analiziranog fragmenta.

:::::
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Slika 4. Primer elektroferograma dobijenog nakon fragmentne analize. Narandzastom bojom su
prikazane veli¢ine markera dok plava boja oznacava veli¢ine analiziranog fragmenta.

Fragmenta analiza je vrSena za PCR produkte fluorescentnog i repeat-primed PCR-a. U
prvom slu¢aju utvrdivane su veli¢ine normalnih C90rf72 alela, a u drugom je detektovano prisustvo
ekspanzija. Fragmentna analiza svih uzoraka vrSena je na aparatu ABI Prism 3500 Genetic
Analyzer (Life Technologies, SAD). Duzina kapilare koris¢ene za kzli\g)ilarnu elektroforezu je 50 cm,
a tip polimera je POP7 (Performance Optimized Polymer-POP-7™, Applied Biosystems, SAD).

Proces elektoforeze kontrolisan je uz pomo¢ 3500 Data Collection softvera (Applied Biosystems,
SAD).

PCR produkti su pripremani za fragmentnu analizu prema sledecoj proceduri:
1. U plejt sa 96 bunaric¢a (96 PCR Plate half skirt, Sarstedt, Velika Britanija) naliveno je po 10

ul Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD) i 0,4 ul standarda za duzinu GeneScan™-
500 L1Z (Applied Biosystems, SAD);

2. U odgovaraju¢i bunari¢ naliveno je 1 pul PCR produkta dobijenog fluorescentnim PCR-om,
koji je prethodno razblazen 2x u dejonizovanoj vodi, odnosno 2 ul koncentrovanog produkta
dobijenog RP-PCR-om;

3. Plejt je potom denaturisan 3 minuta na 95°C u Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems,
SAD), a zatim ¢uvan na +4°C do analize na automatskom sekvenatoru.

Parametri pod kojima je vrSena kapilarna elektroforeza dati su u Tabeli 16.
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Tabela 16. Uslovi elektroforeze za fragmentnu analizu fluorescentnog i repeat-primed PCR-a

Parametar Fluorescentni PCR RP-PCR
Temperatura rerne 60 °C 60 °C
Trajanje elektroforeze 1330's 1330 s
Voltaza elektroforeze 19,5 kV 19,5 kV
\/reme injektiranja uzorka 25 8s
Voltaza injektiranja uzorka 1 kv 1,6 kV

M

Dobijeni rezultati obradeni su upotrebom softvera GeneMapper'™ verzija 4.1 (Applied

Biosystems, SAD).

3.2.4 Digestija genomske DNK restrikcionim enzimom

Genomska DNK kori$¢ena za digestiju dobijena je modifikovanom metodom isoljavanja
opisanom u Poglavlju 3.2.1.2. Koncentracija dobijene DNK odredena je fluorometrijskom metodom
(Poglavlje 3.2.1.3) a zatim je uradena digestija restrikcionim enzimom ECORI (Thermo Fisher
Scientific, SAD). EcoRlI restrikcioni enzim genomsku DNK sece na pozicijama 5’GM"AATTC 3’ i na
taj na¢in ne utice na sekvencu GGGGCC ponovaka. Proces digestije vrSen je na ledu u
mikrotubama zapremine 1,5 ml a sastav smese za digestiju sa finalnim koncentracijama prikazan je
u Tabeli 17. Restrikciona digestija vrSena je za sve uzorke za koje je bilo neophodno analizirati
small-pool PCR-om, odnosno Southern Blot-om.

Tabela 17. Sastav reakcione smeSe za digestiju sa finalnim koncentracijama

Komponente reakcione smese Finalne koncentracije
10X Buffer EcoRI” 1x

EcoRI (10U/l)™ 80 U

DNK Ukupno 200 ng
Dejonizovana voda Do 40 pl

Ukupna zapremina 40 pl

*1X Buffer EcoRI ( 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCI2, 100 mM NacCl, 0.02% Triton X-100, 0.1 mg/mL BSA)
** EcoRI (10 mM potassium phosphate (pH 7.4 at 25°C), 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,0.2 mg/mL BSA,
0.15% Triton X-100 and 50% glycerol)

Digestija i priprema uzoraka za small-pool PCR vr$ena je prema slede¢em protokolu:

Dobijena smesa prikazana u Tabeli 17. inkubirana je u vodenom kupatilu 16h na 37 °C;

2. Nakon inkubacije enzim je inaktivisan stavljanjem mikrotube sa sme$om na 65 °C u trajanju
od 20 minuta;

3. Po zavrSetku inaktivacije enzima uzorci su kvantifikovani fluorometrijskom metodom
(Poglavlje 3.2.1.3);

4. Na osnovu odredenih koncentracija digestija napravljena su odgovarajuca razblazenja DNK
100-1000 pg/ul. Za uzorke kojima nije bilo moguce odrediti koncentraciju jer je bila ispod
vrednosti koju je moguce kvantifikovati Qubit™ dsDNA BR Assay-om (Invitrogen, SAD)
DNK je 5x razblaZena,

5. Digestije DNK i odgovarajué¢a razblazenja su ¢uvani na -20 °C do dalje analize.

=

3.2.5 Southern blot hibridizacija za detekciju produkata SP-PCR-a

Southern blot hibridizacija je metod koji podrazumeva prenoSenje DNK fragmenata sa
(agaroznog) gela na membranu, njihovu hibridizaciju sa obeleZenom probom i vizuelizaciju
hibridizovanih fragmenata. U konkretnom sluc¢aju neophodna je za vizuelizaciju jako male koli¢ine
SP-PCR produkata.
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3.2.5.1 Agarozna gel elektroforeza

SP-PCR produkti razdvojeni su po veli¢ini primenom gel elektroforeze na 1,2% agaroznom

gelu. Priprema agaroznog gela i gel elektroforeza ukljucivala je sledece korake:

1.

7.

U odgovarajuéi erlenmajer naliveno je 180 ml 1xTBE pufera (45 mM Tris-borat, 1 mM
EDTA, pH 8.0) i u njega je dodato 2,16 g agaroze (Serva, Nemacka) i zagrejano do
kljucanja;

U zagrejani gel dodato je 9 ul Midori green boje (Nippon Genetics, Nemacka) i smesa je
blago ohladena pod mlazom vode na ~50 °C;

Tako prohladeni gel izliven je u kadicu za elektroforezu duzine 20 cm i ostavljen da
polimerizuje u mraku na sobnoj temperaturi;

Nakon zavrSene polimerizacije kadica sa gelom je prebacena u sistem za elektroforezu HE
99X MAX Horizontal Submarine (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., SAD) u kojoj se
nalazio 1xTBE pufer;

U odgovaraju¢e bunari¢e na gelu naliveno je po 10 ul SP-PCR produkta koji je pomeSan sa
bojom za nalivanje uzoraka (0,25% bromfenolplavo (w/v); 50% glicerol (v/v); 1 mM
EDTA) radi lakSeg pracenja procesa elektroforeze;

Na gel je takode naliveno 7 pul neobelezenog 1 kilobaznog DNK standarda za veli¢inu (1 kb
DNA Ladder, Fermentas, SAD) kao i 1,5 pul DNK standarda za veli¢inu (DNA Molecular
Weight Marker X, Roche, Nemacka) koji je na 3’ kraju obelezen sa DIG-11-ddUTP-om
(Roche, Nemacka);

Proces elektroforeze odvijao se na konstantnom naponu od 32 V u trajanju od 19h.

3.2.5.2 Prebacivanje PCR produkata sa agaroznog gela na membranu (reverzni kapilarni
transfer)

Nakon zavrSenog procesa elektroforeze gel je prebacen na odgovaraju¢u foliju sa

bunari¢ima okrenutim ka gore i njegova dalja obrada ukljucivala je sledece korake:

1.

2.

Gel postavljen na foliji iseCen je na dimenzije 19,5 x 14,4 cm pri Cemu je gornji levi ugao
koso zasecen radi lakSe orjentacije gornje i donje strane gela;

Gornjom stranom okrenutom ka gore gel je prebacen u kadicu u kojoj se nalazio rastvor za
denaturaciju (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH), kadica je prebacena na roker STUART ™ SSL4
(Cole-Palmer ™ STUART ™ UK) i blago ljuljana 2 puta po 25 minuta;

Nakon zavrSene denaturacije vrSeno je ispiranje gela 3 puta po 1 minut u dejonizovanoj
vodi;

U kadicu sa gelom naliven je rastvor za neutralizaciju (1,5 M NaCl; 1 M Tris-HCI pH 7,4) i
gel je blago ljuljan 2 puta po 25 minuta na rokeru;

Gel je prebacen u novu kadicu u kojoj se nalazio 10xSSC pufer (1,5 M NaCl; 0,3 M Na-
citrat pH 7) i vrSeno je ekvilibrisanje gela u trajanju od 10 minuta;

Aparatura za reverzni kapilarni transfer je pripremljena tako $to je na staklenu Nploéu odozdo
na gore postavljen deblji sloj celuloznog Whatman™ papira (Whatman™ 3MM CHR
Sheets) (GE Healthcare, UK), preko njega deblji sloj filter papira tip 751/75/20
(MACHEREY-NAGEI GmbH& Co. KG, Nemacka). Preko papira postavljena je pozitivno
naelektrisana najlonska memebrana Amersham™ Hybond™ -N+ (GE Healthcare, UK)
iseCena 19,6 X 14,5 cm zaseCena koso u gornjem levom uglu. Na membranu je postavljen
gel a preko njega jedan Whatman™ 3MM CHR Sheets (GE Healthcare, UK) papir za
kapilarni transfer koji je na oba kraja uronjen u kadice u kojima se nalazio 10XSSC pufer za
transfer (1,5 M NaCl; 0,3 M Na-citrat pH 7).

Pomocu staklenog Stapica istisnuti su mehuri¢i vazduha izmedu papira za kapilarni transfer
i gela, a na povrsinu papira za kapilarni transfer stavljena je folija veli¢ine gela;
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8.

9.

Transfer je ostavljen preko noc¢i na sobnoj temperaturi da bi se kapilarnim silama SP-PCR
produkti prebacili sa agaroznog gela na pozitivno naelektrisanu najlonsku membranu;
Nakon zavrsenog kapilarnog transfera predaceni fragmenti DNK su kovalentno vezani za
membranu izlaganjem UV svetlu 2 puta po 5 minuta sa obe strane u transiluminatoru E-
BOX VX5 (Vilber Lourmat, Francuska) pri talasnoj duzini od 312 nm nakon Cega je
membrana isprana od viska soli u dejonizovanoj vodi.

10. Aparatura za kapilarni transfer je rastavljena a papiri su isprani vise puta u dejonizovanoj

vodi i ostavljeni da se suSe na vazduhu radi ponovne upotrebe;

11. Nakon kroslinkovanja membrana je odmah koris¢ena za hibridizaciju.

3.2.5.3 Hibridizacija

1.

Membrana je prebacena u tubu za hibridizaciju nakon cega je prelivena puferom za
prehibridizaciju (5xSSC; 0,1 (v/v) N-Lauroylsarcosine-Na so; 0,02% SDS; 1% (w/v)
bloking reagensa) koji je prethodno ¢uvan na + 4 °C. Proces prehibridizacije odvijao se 2h
na 65 stepeni okretanjem tube u aparatu za hibridizaciju Techne Hybridiser HB-1D (Techne,
SAD);

Rastvor za hibridizaciju (5xSSC; 0,1 (v/v) N-Lauroylsarcosine-Na so; 0,02% SDS; 1% (w/v)
bloking reagensa; 3-5 pmola probe (CCCCGG), -3’ DIG-11-ddUTP) pre upotrebe je
inkubiran 10 minuta na 100 °C nakon ¢ega je prebacen u posudu sa ledom;

Nakon zavriene prehibridizacije rastvor je vraéen u odgovarajuéu tubu i ostavljen na +4 °C
radi ponovne upotrebe, a tuba sa membranom prelivena je rastvorom za hibridizaciju;

Proces hibridizacije membrane sa (CCCCGG); -3’ DIG-11-ddUTP probom vrien je na 65 °C
u trajanju od 2h okretanjem tube u aparatu za hibridizaciju;

Po zavrsetku hibridizacije rastvor je vraéen u odgovarajuéu tubu i ostavljen na -20 °C radi
ponovne upotrebe;

Membrana je prebacena u kadicu, prelivena sa 2x puferom za ispiranje (eng. 2x Washing
buffer) (2x SSC; 0,1% (w/v) SDS) i postavljena na roker na blago ljuljanje 2 puta po 10
minuta;

Nakon ispiranja sa 2x puferom za ispiranje membrana je prebacena u tubu za ispiranje i
prelivena sa 0,1x puferom za ispiranje (eng. 0,1x Washing buffer) (0,1xSSC; 0,1% (wi/v)
SDS)) koji je prethodno zagrejan u aparatu za hibridizaciju na 65 °C i ispirana je 2 puta po
20 minuta na 65 °C.

3.2.5.4 Hemiluminiscentna detekcija

o

Membrana je prebacena u kadicu u kojoj se nalazio pufer maleinske kiseline (eng. Maleic
acid buffer, 0,1 M Maleic acid; 0,15 M NaCl pH 7,5) i postavljena 1 minut na roker;

Zatim je membrana ljuljana na rokeru 45 minuta u reagensu za blokiranje (eng. Blocking
reagent; 2% (w/v) nemasno mleko u prahu u maleinskoj kiselini);

U reagensu za blokiranje rastvoreno je Anti-digoksigenin-AP (Anti-DIG-AP) (Roche,
Nemacka) u razmeri 20000:1. Membrana je prebacena u rastvor i ljuljana na rokeru 30
minuta;

Membrana je prebacena u novu kadicu u kojoj se nalazio pufer za ispiranje sa TWEEN-om
(eng. Washing buffer + TWEEN 20; 0,3% (v/v) TWEEN 20; 0,1 Maleic acid; 0, 15 M NaCl
pH 7.,5). Ispiranje od viska nevezanog antitela vrSeno je na rokeru 2 puta po 20 minuta.
Membrana je prebacena u novu kadicu u pufer za detekciju (eng. Detection buffer; 0,1M Na
Cl; 0,1 M Tris-HCI pH 9,5) i ljuljana na rokeru u trajanju od 5 minuta;

U puferu za detekciju rastvoren je CDP-star (Roche, Nemacka) u razmeri 100:1;

membranu je postavljena druga folija polako razvlace¢i rastvor CDP-stara preko cele
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

povr§ine membrane. PaZljivim pokretima od donje ka gornjoj ivici membrane papirom je
istisnut viSak vazduha i hemiluminiscentnog supstrata;

Membrana je ostavljena 5 minuta u mraku na sobnoj temperaturi;

Nakon inkubacije skinuta je gornja folija sa povr§ine membrane i visak CDP-stara otklonjen
je blagim tapkanjem sa Whatman™ 3MM CHR Sheets papirom;

Na membranu je postavljena nova folija 1 papirom je istisnut viSak vazduha. Ovako
pripremljena membrana prebacena je u mra¢nu komoru gde su se odvijali dalji koraci;

U mracnoj komori membrana je postavljena u kasetu i na foliju koja se nalazi na povrSini
membrane postavljen je rentgenski film Amersham Hyperfilm TM ECL (GE Healthcare,
UK). Film je eksponiran preko no¢i;

Nakon ekspozicije rentgenski film je prebaden u rastvor koji je sadrzao TETENAL
ULTRAFIN T-PLUS razvija¢ (Tetenal, Nemacka) rastvoren u dejonizovanoj vodi u razmeri
1:4. Film je potopljen u razvijacu do potpune pojave signala;

Nakon pojave signala rentgenski film (blot) je kratko ispran u dejonizovanoj vodi;

Blot je zatim postavljen u fiksir TETENAL SUPERFIX PLUS (Tetenal, Nemacka) u
trajanju od 10 minuta koji je rastvoren u vodi u razmeri 1:4;

Po zavrsenoj fiksaciji blot je ispran 5 minuta pod mlazom vode i okacen da se susi na
vazduhu.

3.2.5.5 Odredivanje veli¢ine C90rf72 alela detektovanih Southern blot metodom

Digerirani DNK uzorci su analizirani 1-4 puta (neki od njih u vise od jednog razblazenja) na

blotu zavisno od kvaliteta blota i dobijenih traka, dok je pozitivna kontrola uklju¢ena u studiju (po
jedna ALS i FTD) analizirana vise puta. Veli¢ina SP-PCR produkata odredivana je upotrebom
VisionCapt softvera (Vilber Lourmat, Francuska). S obzirom da su za amplifikaciju regiona koji
sadrzi GGGGCC ponovke koris¢eni prajmeri kao za fluorescentni PCR gde veli¢ina PCR produkta

iznosi

180 bp u okviru kojeg se nalaze 3 ponovka, broj ponovaka dobijen Southern blotom

metodom odredivan je prema slede¢oj formuli (veli¢ina baznih parova-162)/6. Dobijene vrednosti
su zaokrugljene na cele brojeve.

3.2.6 3’obelezavanje DNK standarda za velic¢inu sa digoksigenin-11-ddUTP

Kao DNK standard za veli¢inu koris¢en je DNA Molecular Weight Marker X (Roche,

Nemacka) koji je na 3’ kraju obelezen sa digoksigenin-11-ddUTP-om (DIG-11-ddUTP) (Roche,
Nemacka). Komponente reakcione smese sa finalnim koncentracijama prikazane su u Tabeli 18.

1.

2.
3.

Obelezavanje DNK standarda za veli¢inu vr§eno je prema slede¢em protokolu:

U mikrotubu zapremine 0,2 ml dodata je odgovarajuca koli¢ina komponenti za obelezavanje
3’ kraja prikazanih u Tabeli 18;

Reakciona smesa je inkubirana na 37 °C u PCR aparatu u trajanju od 1h i 15 minuta;

Nakon zavrSene inkubacije smeSa je prebacena na led 1 reakcija obelezavanja je prekinuta
dodavanjem 2 ul 0.2 M EDTA pH8 (Serva, Nemacka);

Ovako obelezen DNK standard za veli¢inu ¢uvan je na -20 °C.
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Tabela 18. Komponente reakcione smese za 3’ obelezavanje sa DIG-11-ddUTP-om

Komponente reakcione smese Finalne koncentracije
5x Reaction buffer” 1x

CoCl; 25mM 5mM

DIG-11-ddUTP solution 1 mM 0,05 mM

Terminal Transferase 400U/ul™ 400U

DNK standard za veli¢inu 250 pg/ml 2,5 ug

Ukupna zapremina 20 ul

*5x Reaction buffer (1M Na-cacodylate, 0.125 M Tris-HCI, 1.25mg/ml bovine serum albumine, pH 6.6 (+25 °C))
** Terminal Transferase 400U/ul (60 mM K-phosphate (pH 7.2 at +4 °C), 150 mM KCI, 1mM 2-Mercaptoethanol,
0.5% Triton X-100, 50% glycerol)

3.2.7 3’obelezavanje (CCCCGG), probe sa digoksigenin-11-ddUTP

Za Southern blot hibridizaciju kori$¢ena je proba sa 4 uzastopna ponovka, (CCCCGG),,
koja je na 3’ kraju obeleZena sa digoksigenin-11-ddUTP-om (DIG-11-ddUTP) (Roche, Nemacka).
Komponente reakcione smese za obelezavanje probe (reakcioni pufer, CoCl,, DIG-11-ddUTP i
terminalna transferaza) i njihove zapremine prikazani su u Tabeli 18. Obelezavanje (CCCCGQG),4
vr$eno je prema slede¢em protokolu:

1. U mikrotubu zapremine 0,2 ml dodata je smesa (reakcioni pufer, CoCl,, DIG-11-ddUTP i
terminalna transferaza) i 10 ul (CCCCGG), probe ¢ija je koncentracija bila 100 pmol;

2. Dobijena smesa je inkubirana u PCR aparatu u trajanju od 1h i 15 minuta;

3. Nakon zavrSene inkubacije sme$a je prebacena na led i reakcija obelezavanja je prekinuta
dodavanjem dodavanjem jednog volumena 0.2 M EDTA pH8 (Serva, Nemacka);

4. Obelezena proba je rastvorena u 50 ml pufera za hibridizaciju i ¢uvana na -20 °C.

3.2.8 Alkalno stripovanje probe sa najlonske membrane

Ukoliko se nakon detekcije desi da izostane signal na blotu pristupa se metodi stripovanja
probe sa membrane. Na ovaj nacin uklanja se proba vezana za DNK fragmente na membrani, bez da
se DNK fragmenti oStete i proces hibridizacije i detekcije moze da se ponovi. Alkalno stripovanje
vrseno je prema slede¢em protokolu:

1. Membrana je isprana u destilovanoj vodi, a zatim prebacena u kadicu u kojoj se nalazio
rastvor za alkalno stripovanje (0,2 M NaOH, 0,1 % (w/v) SDS) koji je prethodno zagrejan u
aparatu za hibridizaciju na 45°C;

Membrana je potom inkubirana 2 puta po 15 minuta u aparatu za hibridizaciju na 37 °C;
Nakon zavrSene inkubacije membrana je dobro isprana 2 minuta u rastvoru 2xSSC;
Membrana je prebacena u novu kadicu i 3 puta isprana dejonizovanom vodom;

Membrana je ostavljena da se su$i na vazduhu nakon €ega je umotana u aluminijumsku
foliju 1 ostavljena na sobnoj temperaturi do sledece hibridizacije.

akrwn

3.2.9 Statisticka analiza rezultata

Za statisticku analizu podataka koriS¢ene su metode deskriptivne statistike, kao i
parametrijski i neparametrijski statisti¢ki testovi zavisno od vrste podataka. Podaci dobijeni
deskriptivnim metodama statistike prikazane su kao distribucija frekvencija, maksimum, minimum,
srednja vrednost sa standardnom devijacijom i intervalom poverenja srednje vrednosti (eng.
confidence interval (Cl)).

Analiza varijanse kori$¢ena je za poredenje kontinuiranih varijabli. Za analizu kategorijskih
varijabli (pol, porodi¢na anamneza, prisustvo FTD ili BMN, spinalni i bulbarni pocetak bolesti)
medu bolesnicima sa i bez prisustva ekspanzije u genu C9orf72 koris¢en Hi kvadrat test. Statisticki
znacajna vrednost iznosila p <0,05.
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Za analize korelacije ¢lanovi parova ponovaka za svakog bolesnika su oznaceni kao manji 1
veéi. Dve dodatne posmatrane varijable bile su razlika i zbir ponovaka na oba alela. Ukupno 4
varijable (manji alel, veci alel, razlika u veli¢ini alela i zbir ponovaka na alelima) posmatrane su kao
numeri¢ki normalno distribuirani podaci i poredeni su medu grupama uporebom t-testa i sa drugim
numeri¢kim varijablama koris¢enjem Pirsonovog koeficijenta korelacije kod bolesnika kod kojih
nije registrovano prisustvo ekspanzije u genu C9orf72. Vrednost izmedu 20-29 ponovaka za
varijablu ,,ve¢i* smatrana je kao nedostajuca za potrebe ove analize.

Za analizu korelacije veli¢ine ekspandovanih ponovaka dobijenih Southern blotom za
statistiCku analizu podataka kori$¢ena je vrednost Blot max, koja predstavlja najveéu vrednost od
svih dobijentih traka. Vrednosti su bile nagnute ka viSim vrednostima i analizirane
neparametrijskim alternativama u poredenju sa negativnom grupom. Analiza korelacije
ekspandovanih ponovaka vrSena je Spirmanovim koeficijentom korelacije. Analiza kategorijskih
varijabli 1 broja ponovaka radena je upotrebom Median testa i Mann-Whitney testa. Kod ALS
bolesnika zbog disbalansa grupa i kompleksnog kodiranja porodi¢ne istorije, usled razlicite
manifestacije oboljenja, kodiranje porodi¢ne istorije je zapoceto razliito za svako oboljenje sa vise
nivoa (izmedu 3 i1 6). Vizuelnim pregledom, vise nivoa su spojeni ka nekoliko kombinacija binarnog
kodiranja koji su imali bioloskog smisla da bi se izbegla upotreba Kruskal-Wallis testa slabije
snage. Isti princip vizuelnog pregleda koris¢en je i u okviru grupe kognitivno-bihejvioralnih
poremecaja.

Poredenje izmedu viSe grupa je radeno uporebom testa ANOVA.

Statisti¢ka analiza radena je u statistickom softveru Statistica v12 i SPSS v21 (IBM Corp.
Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. IBM Corp., Armonk, NY, USA).

36



4. REZULTATI
4.1 Bolesti sa predominantno motornim poremecajima

U okviru ove grupe ispitanika testirano je 580 bolesnika sa potvrdenim klini¢kim
dijagnozama. Na osnovu postavljene klini¢ke dijagnoze raspodela bolesnika je bila sledeca:
e grupu sa postavljenom dijagnozom ALS ¢inilo je 383 bolesnika,
e grupu sa postavljenom dijagnozom bolesti slicne Hantingtonovoj bolesti ¢inilo je 80
bolesnika,
e grupu sa postavljenom dijagnozom MSA ¢inilo je 44 bolesnika,
e grupu sa postavljenom dijagnozom PSP cinilo je 73 bolesnika.

Ukupno je registrovan 31/580 (5,34%) bolesnik sa heterozigotnom heksanukleotidnom
ekspanzijom u genu C9orf72. Svi bolesnici sa utvrdenom ekspanzijom bili su u grupi bolesnika sa
dijagnozom ALS-a. Registrovana su 4 bolesnika koji su bili nosioci intermedijerne veli¢ine C90rf72
alela (1 bolesnik sa dijagnozom ALS, 2 bolesnika sa boles¢u slicnoj Hantingtonovoj bolesti i 1
bolesnik sa dijagnozom PSP). U okviru grupe bolesnika kod kojih je registrovano prisustvo
ekspanzije u genu C9orf72 kod jednog bolesnika na kra¢em alelu registrovana je intermedijerna
veli¢ina ponovaka. Takode, jedan bolesnik nosilac ekspanzije je bio nosilac i dve nesinonimne
varijante, obe u heterozigotnom statusu, jedna u genu ANG (c.122A>T, p.K171), druga u genu FUS
(c.1550A>C, p.H517P).

4.1.1 Amiotrofi¢na lateralna skleroza

4.1.1.1 Klini¢ko-demografske karakteristike ALS bolesnika

Ova studija je obuhvatila 383 bolesnika sa postavljenom dijagnozom ALS koju je ¢inilo 210
bolesnika muskog pola (54,83%) i 173 bolesnika Zenskog pola (45,17%). Od njih, registrovan je 31
bolesnik (8,09%) sa heksanukleotidnom ekspanzijom u genu C9orf72 koji ¢e biti kasnije prikazani
(Poglavlje 4.1.1.2). U okviru grupe bolesnika nosilaca GGGGCC ekspanzije jedan bolesnik (3,23%)
je na kracem alelu nosio intermedijerni broj ponovaka (bolesnik 28, Poglavlje 4.1.1.2), dok su
preostali bolesnici nosioci ekspanzije imali manje od 20 ponovaka na kraéem alelu. Takode,
detektovan je jedan bolesnik (0,26%) koji je nosio intermedijerni broj ponovaka samo na duzem
alelu (bolesnik 32, Poglavlje 4.1.1.2). Uporedni prikaz klini¢ko-demografskih karakteristika ALS
bolesnika sa i bez ekspanzije u genu C9orf72 dat je u Tabeli 19.

Prosecna starost ALS bolesnika na pocetku bolesti u nasoj kohorti iznosila je 58,33+10,94
(95% CI: 57,23-59,43) opsega 15,0-81,0 godina. Prosecna starost muskaraca na pocéetku bolesti
iznosila je 58,06+£11,42 (95% CI: 56,50-59,62), dok je za Zene bila 58,66+10,35 (95% CI: 57,10-
60,22) godina, bez znacdajne statisticke razlike (p=0,599). Poredenjem grupe bolesnika sa i bez
prisustva GGGGCC ekspanzije pokazano je da ne postoji razlika u zastupljenosti izmedu muskog i
zenskog pola (p=0,707) (Tabela 19).

Takode, ni izmedu bolesnika sa GGGGCC ekspanzijom i bez nje nije pokazana znaajna
razlika u starosti na pocetku bolesti (p=0,611) (Tabela 19). Treba napomenuti da u grupi bolesnika
bez GGGGCC ekspanzije za 3 bolesnika nisu postojali podaci o starosti na pocetku bolesti.
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Tabela 19. Prikaz klinicko-demografskih karakteristika ALS bolesnika sa i bez GGGGCC
ekspanzije

Pozitivni na Negativni na
GGGGCC GGGGCC p vrednost
ekspanziju ekspanziju
Pol
muski 51,61% 55,16% _
Senski 48,39% 44,88% p=0,707
ALS/FTD 16,13% 3,41% p=0,001
Pocetak
spinalni 77,42% 79,94% p=0,738
bulbarni 22,58% 20,66%
Pozitivna porodi¢na anamneza 34,48% 15,65% p=0,011
Starost na pocetku bolesti:
SV+SD 59,29+8,39 58,25+11,14 0=0,611
(95% CI) (56,21-62,37) (57,07-59,42) ’
Opseg: min-max 34,0-73,0 15,0-81,0

SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; Cl-interval poverenja srednje vrednosti

Pozitivna porodi¢na anamneza registrovana je kod 56/383 (14,62%) bolesnika, negativna
porodi¢na kod 267/383 (69,71%), dok su za 60/383 (15,67%) bolesnika podaci o porodi¢noj
anamnezi bili nepoznati. U okviru pozitivne porodi¢ne anamneze 29 (51,78%) bolesnika imalo je
srodnika sa ALS, 11 (19,64%) bolesnika imalo je pozitivnu porodi¢nu anamnezu na demencije, 3
(5,36%) bolesnika imalo je ALS i demenciju u porodi¢noj anamnezi, 3 (5,36%) bolesnika imala su
pozitivnu porodi¢nu anamnezu na PB, a 10 (17,86%) bolesnika pozitivnu porodi¢nu anamnezu na
psihijatrijske tegobe ukljucujuci suicid (Grafikon 1). Ako se posmatra sa stanoviSta pozitivne
porodi¢ne anamneze kod 10/56 (17,86%) bolesnika zabeleZeno je prisustvo GGGGCC ekspanzije.
Sa druge strane, u okviru grupe sa negativnom porodi¢nom anamnezom GGGGCC ckspanzija
registrovana je kod 19/267 (7,12%) bolesnika, dok je u okviru grupe bolesnika kod kojih nisu bili
dostupni podaci o porodi¢noj anamnezi 2/60 (3,33%) bolesnika imalo GGGGCC ekspanziju. Kod
nosilaca ekspanzije zabelezeno je statisticki znacajno ¢e$ce prisustvo pozitivne porodi¢ne anamneze
sa proSirenim fenotipom u odnosu na bolesnike bez ekspanzije (p=0,011), (Tabela 19).

U okviru cele ALS kohorte pojava familijarnog prisustva ALS-a registrovana je kod ukupno
32/383 (8,36%) bolesnika od kojih su 5 (15,62%) bolesnika bili nosioci ekspanzije.

U celoj grupi ALS bolesnika preklapaju¢i fenotip sa frontotemporalnom demencijom
registrovan je kod 17/383 (4,44%) bolesnika od kojih je 5 (29,41%) bolesnika bilo nosilac
ekspanzije GGGGCC ponovaka. U okviru grupe bolesnika bez prisustva GGGGCC ekspanzije kod
12/352 (3,41%) bolesnika registrovan je ALS/FTD. Prisustvo FTD je bilo znacajno ¢e$¢e kod
bolesnika koji su bili nosioci ekspanzije (5/31) u odnosu na one bez (16,13% vs 3,41%, p=0,001),
(Tabela 19). Klinicko-demografske karakteristike ALS/FTD bolesnika prikazane su u Poglavlju
4.3.1.
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Grafikon 1. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze kod ALS bolesnika.

Spinalni pocetak bolesti registrovan je kod 303 bolesnika (182 muskarca i 121 Zena,
79,11%), a bulbarni kod 77 bolesnika (25 muskaraca i 52 Zene, 20,10%). Za 3 bolesnika (0,78%)
podaci 0 obliku poc¢etka bolesti nisu bili dostupni. Detaljan prikaz oblika pocetka bolesti kod ALS
bolesnika prikazan je u Tabeli 20. Poredenjem bolesnika sa i bez prisustva GGGGCC ekspanzije
nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti spinalnog i bulbarnog pocetka bolesti
(p=0,738), (Tabela 19).

Bolesnici sa spinalnim poc¢etkom imali su u proseku 6 godina raniji pocetak bolesti
(p<0,0001) u odnosu na bolesnike sa bulbarnim po¢etkom (57,17+£10,76 (95% CI: 55,95-58,38) za
spinalni i 63,54+8,97 (95% CI: 61,49-65,59) za bulbarni oblik). Za jednog bolesnika sa bulbarnim
pocetkom podaci o starosti na poc¢etku bolesti nisu bili dostupni.

Tabela 20. Prikaz oblika pocetka bolesti u ALS kohorti, bolesnika sa i bez GGGGCC ekspanzije
(bez 3 bolesnika za koje nisu bili poznati podaci)

Pozitivni na Negativni na
Cela A('§§O‘§°h°rta GGGGCC CBGECE
ekspanziju (31) ekspanziju (349)
Spinalni pocetak 303 (79,11%) 24 (77,42%) 279 (79,26%)
Pol (muski %) 60,07% 54,17% 60,57%
GGGGCC ekspanzija 24 (7,92%) / /
ALS/FTD 9 (2,97%) 2 (8,33%) 7 (2,51%)
GE 141 (46,53%) 15 (62,50%) 126 (45,16%)
GE-levo 47 (33,33%) 5 (33,33%) 42 (33,33%)
GE-desno 55 (39,01%) 5 (33,33%) 50 (39,68%)
GE-oba 39 (27,66%) 5 (33,33%) 34 (26,98%)
DE 160 (52,81%) 9 (37,50%) 151 (54,12%)
DE-levo 70 (43,75%) 4 (44,44%) 66 (43,71%)
DE-desno 46 (28,75%) 2 (22,22%) 44 (29,14%)
DE-oba 44 (27,50%) 3(33,33) 41 (27,15%)
GE+DE 2 (0,67%) / 2 (0,72%)
GE+DE-levo / / /
GE+DE-desno 1 (50%) / 1 (50%)
GE+DE-oba 1 (50%) / 1 (50%)
Bulbarni poéetak 77 (20,10%) 7 (22,58%) 70 (19,89%)
Pol (muski %) 32,47% 42,86% 31,43%
GGGGCC ekspanzija 7 (9,09%) / /
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ALS/FTD | 8 (10,39%) | 3 (42,86%) | 5 (7,14%) |

GE-gornji ekstremiteti; DE-donji ekstremiteti

U grupi ALS bolesnika u okviru normalnih alela najveéu ucestalost imao je alel sa 2
ponovka (51,96%), dok su aleli sa 5 i 8 ponovaka imali gotovo istu ucestalost, 12,14% i 12,01%
redom. Najveci broj detektovanih ponovaka bio je 16 (0,26%). U kohorti je detektovano 120/383
(31,33%) bolesnika koji su bili homozigoti za veli¢ine C9orf72 alela. Raspodela ucestalosti veli¢ina
C9orf72 alela kod ALS bolesnika prikazana je na Grafikonu 2.
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Grafikon 2. Distribucija uéestalosti C90rf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom ALS.

Kod bolesnika koji nisu bili nosioci GGGGCC ekspanzije nije uocena statisti¢ki znacajna
korelacija veli¢ine normalnih ponovaka sa godinama bolesnika na pocetku bolesti. Takode, nije
pokazana znac¢ajna asocijacija veli¢ine ponovaka ni sa spinalnim i bulbarnim poc¢etkom bolesti, kao
ni prisustvom FTD-a. Veca vrednost medijane manjeg alela uocena je u grupi bolesnika koji su
imali pozitivnu porodi¢nu anamnezu na ALS, demencije i ALS i demenciju (Median test, p=0,033),
(Tabela 21). Rezultati Pirsonove korelacije i t testa prikazani su u Tabeli 21.

Tabela 21. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara kod
ALS bolesnika bez GGGGCC ekspanzije

Veéi alel Manji alel Razlika Zbir
Starost na pocetku bolesti r -0,024 -0,018 -0,014 -0,026
p 0,659 0,741 0,788 0,623
Spinalni/bulbarni t 0,325 0,490 0,042 0,476
p 0,745 0,624 0,967 0,634
ALS/FTD t 0,111 0,185 0,022 0,157
p 0,911 0,853 0,982 0,875
Porodi¢na anamneza p 0,831 0,033 0,901 0,314

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka zna¢ajnost;t-vrednost t testa; * - Median test za pozitivnu porodi¢nu
anamnezu na ALS, demencije i ALS i demenciju

4.1.1.2 Klini¢ke karakteristike bolesnika sa detektovanim GGGGCC ekspanzijama i
intermedijernim brojem GGGGCC ponovaka u genu C9orf72

U ovom istrazivanju od ukupno 383 bolesnika sa dijagnozom ALS, ukupno je detektovan 31
bolesnik (8,09%) sa heksanukleotidnom ekspanzijom u heterozigotnom obliku u genu C9orf72, od
kojih je 16 bolesnika bilo muskog (51,61%), dok je 15 bolesnika bilo Zzenskog pola (48,39%).

40



Klini¢ko-demografske karakteristike bolesnika sa heksanukleotidnom ekspanzijom prikazane su u
Tabelama 19 i 20.

Prosecna starost na pocetku bolesti kod muskog pola iznosila je 61,44+6,80 (95% CI: 57,81-
65,06), dok je za Zene bila 57,0+£9,51 (95% CI: 51,73-62,27) godina bez statisticki znacajne razlike
(p=0,144).

Pozitivna porodi¢na anamneza registrovana je kod 10/31 (32,26%) bolesnika, negativna
porodi¢na anamneza kod 19/31 (61,29%), dok su za 2/31 (6,45%) bolesnika podaci o porodi¢noj
anamnezi bili nepoznati. U okviru pozitivne porodi¢ne anamneze 3 (30%) bolesnika imala su
pozitivhu porodi¢nu anamnezu na ALS, 2 (20%) bolesnika na demencije, 2 (20%) bolesnika na
ALS i demenciju, 1 (10%) bolesnik na PB. Kod 2 (20%) bolesnika porodi¢na anamneza bila je
pozitivna na psihijatrijske tegobe (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze kod ALS bolesnika nosilaca GGGGCC
ekspanzije.

Spinalni pocetak bolesti registrovan je kod 24 bolesnika (13 muskaraca i 11 Zena, 77,42%),
a bulbarni kod 7 bolesnika (3 muskarca i 4 Zzene, 22,58%). Detaljan prikaz oblika pocetka bolesti
kod ALS bolesnika nosilaca GGGGCC ekspanzije prikazan je u Tabeli 20.

Kod nosilaca ekspanzije nije uocena statisticki znacajna razlika za starost na pocetku bolesti
(p=0,514) izmedu bolesnika sa spinalnim i bulbarnim pocetkom bolesti (59,83+7,29 (95% CI:
56,76-62,91) za spinalni pocetak i 57,43+11,97 (95% CI: 46,36-68,50) za bulbarni pocetak).

Egzekutivna disfunkcija bila je prisutna kod 14/31 (45,16%) bolesnika, a prisustvo FTD-a je
registrovano kod ukupno 5/31 (16,13%) bolesnika. Kod 6/31 (19,35%) bolesnika kognitivna
funkcija je bila o¢uvana. Takode, za 6 bolesnika podaci o proceni kognitivne funkcije nisu bili
dostupni. Klinicko-demografske karakteristike ALS/FTD bolesnika opisane su u Poglavlju 4.3.1.

Veli¢ina ponovaka registrovanih Southern blot metodom kod ALS bolesnika bila je u
opsegu 32-706 ponovaka.

Kod bolesnika nosilaca ekspanzije u genu C90rf72 nije uocena znacajna korelacija veli¢ine
ponovaka sa staro$¢u bolesnika na pocetku bolesti. Takode, nije pokazana znafajna asocijacija
veli¢ine ponovaka (Blot Max) sa spinalnim ili bulbarnim pocetkom, kao ni sa prisustvom FTD-a.
Kod bolesnika sa pozitivnom porodi¢cnom anamnezom na ALS uocena je znacajno veca vrednost
Blot max parametra (Mann-Whitney test, p=0,037), (Tabela 22). Rezultati Spirmanove korelacije i t
testa prikazani su u Tabeli 22.
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Tabela 22. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara kod
bolesnika nosilaca GGGGCC ekspanzije

Maniji alel Blot max
Starost na pocetku bolesti rs -0,030 0,197
p 0,875 0,289
Spinalni/bulbarni t 1,550 -1,057
p 0,132 0,299
ALS/FTD t 0,596 0,597
p 0,556 0,555
Porodi¢na anamneza p 0,122 0,037

rs - Spirmanov koeficijent korelacije; p - statisticka znacajnost;t-vrednost t testa; ** - Mann-Whitney test za pozitivnu
porodi¢nu anamnezu na ALS

Prikaz klinicke slike bolesnika nosilaca ekspanzije i intermedijernog broja ponovaka

1.

Bolesnik 1 (zenskog pola): pocetak bolesti: 51. godina, spinalna forma. Neuropsiholosko
testiranje: blagi frontalni disekzekutivni sindrom. Porodi¢na anamneza: pozitivna na
demencije (otac bio dementan). Normalni alel imao je 2 ponovka, dok je registrovani broj
ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bio u opsegu 112-317 ponovaka.

. Bolesnik 2 (muskog pola): pocetak bolesti: 60. godina, spinalna forma. Porodi¢na

anamneza: pozitivna (majka je imala psihijatrijske tegobe). Normalni alel nosio je 10
ponovaka, dok je registrovani broj ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bio oko 238
ponovaka.

Bolesnik 3 (muskog pola): pocetak bolesti 54. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: nedostupni podaci. Normalni alel
nosio je 4 ponovka, dok je registrovani broj ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bio
oko 201 ponovak.

Bolesnik 4 (zenskog pola): pocetak bolesti: 42. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: o¢uvan. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 6 ponovaka, dok je
registrovani broj ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bio opsega 82-357 ponovaka.
Bolesnik 5 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 59. godina, bulbarna forma. Neuropsiholoski
nalaz: ALS/FTD. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je
registrovani broj ponovaka na duzem alelu bio opsega 54-86 ponovaka.

Bolesnik 6 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 34. godina, bulbarna forma. Neuropsiholoski
nalaz: oCuvan. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 5 ponovaka, dok je
registrovani broj ponovaka duzem alelu bio opsega 241-454 ponovka.

Bolesnik 7 (muskog pola): pocetak bolesti: 73. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: pozitivna (kod brata, majke, tetke i
bake po majci). Analiza gena ANG i FUS kod ovog bolesnika pokazala je prisustvo dve
nesinonimne varijante: ANG:c.122A>T, p.K171 i FUS:c.1550A>C, p.H517P. Normalni alel
nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu
bila opsega 52-635 ponovaka.

Bolesnik 8 (muskog pola): pocetak bolesti: 51. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: pozitivna na ALS (otac bolesnika imao
ALS). Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih
ponovaka na duzem alelu bila opsega 168-579 ponovaka.

Bolesnik 9 (zenskog pola): pocetak bolesti: 54. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 8
ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu opsega
124-142 ponovka.
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Bolesnik 10 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 69. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: o¢uvan. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 8 ponovaka, dok je
registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 81-471 ponovak.
Bolesnik 11 (muskog pola): poc¢etak bolesti: 65. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: o¢uvan. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 5 ponovaka, dok je
registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 92-142 ponovka.
Bolesnik 12 (muskog pola): pocetak bolesti: 50. godina, spinalna forma. Porodi¢na
anameza: negativna. Normalni alel nosio je 6 ponovaka, dok je registrovana veli¢ina
ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 222-441 ponovak.

Bolesnik 13 (muskog pola): poc¢etak bolesti: 67. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: ALS/FTD. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalan alel nosio je 12 ponovaka, dok
je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 104-236
ponovaka.

Bolesnik 14 (muskog pola): pocetak bolesti: 64. godina, spinalna forma. Porodi¢na
anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 5 ponovaka, dok je registrovana veli¢ina
ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 102-172 ponovka.

Bolesnik 15 (muskog pola): pocetak bolesti: 63. godina, spinalna forma. Porodi¢na
anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina
ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 32-445 ponovaka.

Bolesnik 16 (zenskog pola): pocetak bolesti: 57. godina, spinalna forma. Porodi¢na
anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina
ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila oko 108 ponovaka.

Bolesnik 17 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 61. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: pozitivna (majka je imala psihijatrijske
tegobe). Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih
ponovaka na duzem alelu bila opsega 65-153 ponovka.

Bolesnik 18 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 64. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 13
ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega
83-511 ponovaka.

Bolesnik 19 (muskog pola): poc¢etak bolesti: 61. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 2
ponovka, dok je dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila
opsega 53-173 ponovka.

Bolesnik 20 (musSkog pola): pocetak bolesti: 66. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: oCuvan. Porodi¢na anamneza: nedostupni podaci. Normalni alel nosio je 2 ponovka,
dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 79-105
ponovaka.

Bolesnik 21 (muskog pola): pocetak bolesti: 50. godina, bulbarna forma. Neuropsiholoski
nalaz: ALS/FTD. Porodi¢na anamneza: pozitivna na demencije i ALS (otac bolesnika je
imao ALS i demenciju). Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina
ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 103-294 ponovka.

Bolesnik 22 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 54. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 6
ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega
112-382 ponovka.

Bolesnik 23 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 58. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 5
ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega
122-430 ponovaka.

Bolesnik 24 (muskog pola): pocetak bolesti: 64. godina, bulbarna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 5
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ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega
103-313 ponovaka.

25. Bolesnik 25 (muskog pola): pocetak bolesti: 64. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: ALS/FTD. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je
dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega 110-482
ponovka.

26. Bolesnik 26 (zenskog pola): pocetak bolesti: 62. godina, bulbarna forma. Neuropsiholoski
nalaz: ALS/FTD. Porodi¢na anamneza: pozitivna (otac bolesnice imao ALS). Normalni alel
nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu
bila opsega 208-480 ponovaka.

27. Bolesnik 27 (zenskog pola): pocetak bolesti: 64. godina, spinalna forma. Porodi¢na
anamneza: pozitivna (majka bolesnice imala demenciju i bila nepokretna). Normalni alel
nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu
bila opsega 74-362 ponovka.

28. Bolesnik 28 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 56. godina, spinalne forme. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: pozitivna (otac bolesnice je bolovao
od demencije, brat od ujaka ima FTDbv/ALS i geneticki dokazano prisustvo GGGGCC
ekspanzije (bolesnik 6 Poglavlje 4.2.2.2)). Prikaz elektroferograma RP-PCR analizom
detektovane GGGGCC ekspanzije prikazan je na Slici 5. Kod bolesnice je detektovan alel
koji je nosio 22 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem
alelu bila opsega 87-427 ponovaka. Reprezentativni prikaz somatske nestabilnosti
ekspanzije u genu C9orf72 dobijene Southern blot metodom dat je na Slici 6 (ALS444).
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Slika 5. Prikaz elektroferograma RP-PCR analizom detektovane GGGGCC ekspanzije
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Slika 6. Reprezentativni prikaz somatske nestabilnosti ekspanzije u genu C9orf72: 1-MX-DNK
standard za veli¢inu (Molecular Weight Marker X (Roche, Nemacka); 2-FTD9-PC (PC-pozitivna
kontrola); 3-ALS89-PC; 4-NC (NC-negativna kontrola); 5-ALS444; 6-ALS444; 7-ALS536; 8-
ALS542; 9-ALS551; 10-AD445; 11-AD478; 12-ADA478; 13,14~/

Bolesnik 29 (muskog pola): pocetak bolesti: 63. godina, bulbarna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: negativna. Normalni alel nosio je 2
ponovka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem alelu bila opsega
133-706 ponovaka.
Bolesnik 30 (zenskog pola): pocetak bolesti: 70. godina, bulbarna forma. Neuropsiholoski
nalaz: oCuvan. Porodi¢na anamneza: negativha. Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je
registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duZzem alelu bila opsega 107-643
ponovka.
Bolesnik 31 (muskog pola): pocetak bolesti: 68. godina, spinalna forma. Neuropsiholoski
nalaz: egzekutivna disfunkcija. Porodi¢na anamneza: pozitivna (sestra imala PB). Normalni
alel nosio je 8 ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ekspandovanih ponovaka na duzem
alelu bila opsega 78-693 ponovka.
Bolesnik 32 (zenskog pola): pocetak bolesti: 72. godina, bulbarna forma. Porodi¢na
anamneza: negativna. Celokupan ENMG nalaz ukazuje na postojanje bolesti motoneurona
sa afekcijom sva 4 regiona tela. Utvrdeno je da bolesnica na jednom alelu ima 4, a na
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drugom alelu 26 ponovaka. Alel sa 26 ponovaka je klasifikovan kao intermedijerni. Prikaz
elektroferograma fluorescentnog PCR-a veli¢ine C9orf72 alela dat je na Slici 7.
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Slika 7. Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a veli¢ine C9orf72 alela

4.1.2 Bolest slicna Hantingtonovoj bolesti

U ovoj grupi bolesnika ukupno je testirano 80 bolesnika kojima je postavljena dijagnoza
bolesti slicne Hantingtonovoj bolesti. Grupu je ¢inilo 30 bolesnika muskog pola (37,5%) i 50
bolesnika Zzenskog pola (62,5%). Prose¢na starost na poéetku bolesti u analiziranoj kohorti iznosila
je 44,31+20,15 (95% CI: 39,83-48,80) opsega 2,0-80,0 godina. Kod 49/80 (61,25%) bolesnika nije
uoceno prisustvo porodi¢ne istorije, 22/80 (27,50%) bolesnika imalo je pozitivnu porodi¢nu
anamnezu, dok kod 9/80 (11,25%) bolesnika podaci o porodi¢noj anamnezi nisu bili dostupni
(Grafikon 4).

Ni kod jednog bolesnika nije detektovano prisustvo GGGGCC ekspanzija. Samo dva (2,5%)
bolesnika bili su nosioci intermedijerne veli¢ine ponovaka na duZzem alelu (Poglavlje 4.1.2.1).
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Grafikon 4. Prikaz zastupljenosti porodicne anamneze kod bolesnika sa boles¢u sli¢noj
Hantingtonovoj bolesti.

Najvecéu zastupljenost C9orf72 alela imao je alel sa 2 ponovka (54,37%), a zatim alel sa 8
ponovaka (12,50%). Najveci broj detektovanih ponovaka u okviru grupe normalnih alela bio je 14
(1,25%). U grupi su registrovana 22 (27,50%) bolesnika koji su bili homozigoti za veli¢ine C90rf72
alela. Raspodela ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela prikazana je na Grafikonu 5.
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Grafikon 5. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom bolesti sli¢ne

Hantingtonovoj bolesti.

U grupi bolesnika sa boles¢u sli¢noj Hantingtonovoj bolesti nisu utvrdene znacajne
korelacije godina bolesnika na pocetku bolesti sa brojem ponovaka. Takode, nije postojala znacajna
razlika u veli¢ini ponovaka kod bolesnika u odnosu na porodi¢nu anamnezu. Rezultati Pirsonove

korelacije i t testa prikazani su u Tabeli 23.
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Tabela 23. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara

Veéi alel Manji alel Razlika Zbir

Starost na pocetku bolesti r 0,064 0,026 0,039 0,068
p 0,579 0,821 0,734 0,554

Porodi¢na anamneza t 0,712 1,712 -0,312 1,221

p 0,479 0,091 0,756 0,226

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka zna¢ajnost; t- vrednost t testa

4.1.2.1 Klini¢ka slika bolesnika sa intermedijarnim brojem ponovaka u genu C9orf72

1. Bolesnik 1 (muskog pola): pocetak bolesti: 15. godina zivota kao laterokolis. Neuroloski
nalaz: fokalna cervikalna distonija. PsiholoSki nalaz: impulsivnost i1 fizicka agresivnost
prema predmetima, napetost, nizak prag tolerancije, poviSena osetljivost na stres. Porodi¢na

anamneza: otac (depresija), majka (oromandibularna distonija). Utvrdeno je da kod

bolesnika na kra¢em alelu postoji 6 GGGGCC ponovaka, a na duzem 27 ponovaka. Alel sa

27 ponovaka je klasifikovan kao intermedijerni. Prikaz elektroferograma fluorescentnog

PCR-a veli¢ine C9orf72 alela dat je na Slici 8.
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Slika 8.Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a veli¢ine C9orf72 alela
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2. Bolesnik 2 (zenskog pola): pocetak bolesti: 63. godina, nevoljni pokreti u obliku zabacivanja
glave i ruku koji se javljaju u velernjim satima Neuroloski nalaz: oromandibularne
diskinezije. Psiholoski nalaz: razdrazljivost, nervoza i nesanica. Porodicna anamneza:
negativna. Bolesnica je na kra¢em alelu imala 4, a na duzem alelu 23 GGGGCC ponovka.
Alel sa 23 ponovka je klasifikovan kao intermedijerni. Prikaz elektroferograma
fluorescentnog PCR-a velic¢ine C9orf72 alela dat je na Slici 9.

Slika 9. Prikaz elektroferograma filluarescentnog PCR-a velicine C90rf72 alela

4.1.3 Multipla sistemska atrofija

Grupu sa dijagnozom MSA ¢inilo je 44 bolesnika od kojih je 21 bolesnik bio muskog (47,73%)
pola, dok je 23 bilo Zenskog pola (52,27%). Prosecna starost na pocetku bolesti u ovoj grupi
bolesnika iznosila je 55,64+6,22 (95% CI. 53,75-57,53) opsega 37,0-69,0 godina. Negativna
porodi¢na anamneza registrovana je kod 39/44 (88,64%) bolesnika, pozitivna porodi¢na anamneza
kod 2/44 (4,55%) bolesnika, dok je kod 3/44 (6,82%) bolesnika porodi¢na anamneza bila
nepoznata. U okviru pozitivne porodi¢ne anamneze, jedan bolesnik imao je pozitivnu porodi¢nu
anamnezu na PB, a kod drugog je u porodici zabeleZeno prisutvo parkinsonizma (Grafikon 6).
U citavoj grupi nije registrovano prisutvo GGGGCC ekspanzija.
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Grafikon 6. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze kod MSA bolesnika.

U okviru normalnih alela najvecu ucestalost imao je alel sa 2 ponovka (55,68%), a zatim
alel sa 5 ponovaka (17,05%). Maksimalan broj detektovanih ponovaka u grupi MSA bolesnika bio
je 14 (1,14%). Trinaest bolesnika (29,55%) je bilo homozigotno za veli¢ine C9orf72 alela.
Raspodela ucestalosti velicina C9orf72 alela prikazana je na Grafikonu 7.
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Grafikon 7. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom MSA

U grupi MSA bolesnika nisu utvrdene znacajne korelacije godina bolesnika na pocetku
bolesti sa brojem ponovaka. Takode, nije postojala ni znacajna razlika u veli¢ini ponovaka kod
bolesnika u odnosu na porodi¢nu anamnezu. Rezultati Pirsonove korelacije i t testa prikazani su u
Tabeli 24.

Tabela 24. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara

Vedi alel Manji alel Razlika Zbir
Starost na pocetku bolesti r 0,093 -0,157 0,151 0,038
p 0,550 0,308 0,329 0,809
Porodi¢na anamneza t -0,921 -0,792 -0,288 -1,372
p 0,363 0,572 0,775 0,178

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka zna¢ajnost; t- vrednost t testa

4.1.4 Progresivna supranuklearna paraliza

Grupu sa dijagnozom PSP ¢inilo je 73 bolesnika od kojih je 41 bolesnik bio muSkog pola
(56,16%), dok je 32 bolesnika bilo Zenskog pola (43,84%). Prose¢na starost na pocetku bolesti u
analiziranoj kohorti PSP bolesnika bila je 63,05+6,69 (95% CI: 61,50-64,61) opsega 49,0-79,0
godina. Negativna porodi¢na anamneza registrovana je kod 52/73 (71,23%) bolesnika, pozitivna
porodi¢na anamneza koja je takode ukljucivala parkinsonizam, demenciju ili prisustvo suicida kod
11/73 (15,07%) bolesnika, dok je kod 10/73 (13,70%) bolesnika porodi¢na anamneza bila
nepoznata (Grafikon 8).

Nije detektovano prisutvo GGGGCC ekspanzija. Registrovan je jedan (1,37%) bolesnik sa
25 GGGGCC ponovaka na duzem alelu koji je klasifikovan kao intermedijerni broj ponovaka
(Poglavlje 4.1.4.1).
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Grafikon 8. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze kod PSP bolesnika.
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Kod PSP bolesnika u okviru normalnih alela najveéu ucestalost imao je alel sa 2 ponovka
(52,74%), a zatim alel sa 5 ponovaka (13,70%). Maksimalan broj detektovanih ponovaka u okviru
grupe normalnih alela bio je 17 (0,68%). Trideset bolesnika (41,10%) bilo je homozigotno za
veli¢ine C9orf72 alela. Raspodela ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela prikazana je na Grafikonu 9.
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Grafikon 9. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom PSP

U PSP grupi nisu uocene znacajne korelacije starosti bolesnika na pocetku bolesti sa
veli¢inom ponovaka. Primenom t testa uo¢eno je da je zbir ponovaka na oba alela veci u grupi
bolesnika sa pozitivnom porodi¢nom istorijom (t=-2,231; p=0,029), kada su bolesnici sa
nepoznatom porodi¢nom anamnezom zajedno sa alelom sa 25 ponovaka iskljuceni iz analize.
Rezultati Pirsonove korelacije i t testa prikazani su u Tabeli 25.

Tabela 25. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara

Veéi alel Manji alel Razlika Zbir

Starost na pocetku bolesti r 0,209 0,100 0,195 0,186
p 0,078 0,399 0,100 0,118

Porodi¢na anamneza t -1,855 -1,932 -0,805 -2,231

p 0,068 0,058 0,424 0,029

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statistiCka zna¢ajnost; t- vrednost t testa

4.1.4.1 Klini¢ka slika bolesnika sa intermedijarnim brojem GGGGCC ponovaka u genu
C9orf72

1. Bolesnik 1 (muskog pola): pocetak bolesti: 69. godina, usporenost i otezan hod vise
izrazen na desnoj strani tela sa tremorom u miru desne ruke i sa ograni¢enim odgovorom
na uvedenu terapiju levo dopom. Javlja se nestabilnost u hodu i prisustvo padova,
otezano gutanje i pareza vertikalnog pogleda. CT endokranijuma pokazao je izrazite
kortikoreduktivne promene lokalizovane frontotemporalno. Neuroloski nalaz:
minimalno poviSen tonus po ektrapiramidalnom tipu vise desno, hipokineza i
bradikineza. Porodi¢na anamneza: negativna. Utvrdeno je da na kracem alelu ima 8, a na
duzem 25 GGGGCC ponovaka. Alel sa 25 ponovaka je okarakterisan kao intermedijerni.
Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a veli¢ine C90rf72 alela dat je na Slici 10.

50



==

Jul o |
Slika 10. Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a veli¢ine C9orf72 alela.

4.2 Bolesti sa predominantno kognitivno-bihejvioralnim
poremecajima

Kod bolesnika sa predominantno kognitivno-bihejvioralnim poremec¢ajima uvedena je
kategorizacija bolesnika na bolesnike kod kojih je bolest pocela pre ili u 65. godini Zivota - bolest
ranog pocetka (eng. early onset) i na bolesnike kod kojih je bolest pocela posle 65. godine Zivota -
bolest kasnog pocetka (eng. late onset) (Jarmolowicz et al., 2015, Smits et al., 2015). Nakon pilot
studije zastupljenosti ekspanzija GGGGCC ponovaka u naSoj populaciji kod bolesnika sa
predominantno kognitivno-bihejvioralnim poremecajima, ¢iji su rezultati obuhvaceni ovom
doktorskom disertacijom, za dalje uklju¢ivanje u ovo istrazivanje pretezno su selektovani bolesnici
sa ranim pocetkom bolesti.

U okviru ove grupe ukupno je testirano 477 osoba od kojih je 5 osoba testirano u okviru
presimptomatske analize kao ¢lanovi porodice bolesnice sa postavljenom dijagnozom
frontotemporalne demencije.

Preostalih 472 bolesnika na osnovu klinicki potvrdene dijagnoze rasporedeno je u 4 grupe:
e U grupi sa BKP bilo je 118 bolesnika,

e grupu sa postavljenom dijagnozom FTD ¢inilo je 129 bolesnika,

e grupu sa postavljenom dijagnozom AB Cinilo je 176 bolesnika,

e u grupi sa dijagnozom atipi¢ne demencije bilo je 49 bolesnika.

Registrovano je ukupno 11/472 (2,33%) bolesnika (9 bolesnika sa dijagnozom FTD i 2
bolesnika sa dijagnozom atipiéne demencije) sa heksanukleotidnom ekspanzijom u genu C9orf72.

Za dalju statisticku analizu kori§¢eni su podaci 472 bolesnika kojima je postavljena
dijagnoza BKP, FTD, AD ili atipi¢na demencija.

4.2.1 Blagi kognitivni poremecaj

Grupu sa postavljenom dijagnozom blagog kognitivnog poremecaja ¢inilo je 118 bolesnika
od kojih je 34 bolesnika bilo muskog pola (28,81%), dok je 84 bolesnika bilo Zenskog pola
(71,19%). Kognitivne smetnje ranog pocetka zabeleZzene su kod 87 (73,73%) bolesnika, a
kognitivne smetnje kasnog pocetka kod 31 (26,27%) bolesnika. Klinicko-demografske
karakteristike bolesnika prikazane su u Tabeli 26. Prema modifikovanoj Goldman skor
kategorizaciji porodi¢ne anamneze zastupljenost pozitivne porodi¢ne anamneze 1 kategorije 4 bila je
ista, po 59/118 bolesnika (50%). U okviru pozitivne porodi¢ne anamneze kategorija 1 registrovana
je kod 4 (6,78%), kategorija 2 kod 8 (13,56%), kategorija 3 kod 11 (18,64%) i kategorija 3,5 kod 36
(61,02%) bolesnika (Grafikon 10).

Parkinsonizam je zabelezen kod 4/118 (3,39%) bolesnika. Isti broj bolesnika (3,39%) pored
BKP imao je i epilepsiju.
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Tabela 26. Klini¢ko-demografske karakteristike bolesnika sa dijagnozom BKP

Opseg
SV+SD CI (min-max)
Starost na pocetku bolesti (godine) 59,33+9,64  95% Cl: 57,57-61,09 36,0-82,0
MMSE 26,69+2,96 95% ClI: 26,15-27,23 17-30
Obrazovanje (godine) 13,21+2,47 95% CI: 12,76-13,66 4-20

SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; Cl-interval poverenja srednje vrednosti

Kod bolesnika sa postavljenom dijagnozom BKP nije detektovano prisustvo
heksanukleotidnih ekspanzija u nekodiraju¢em regionu gena C90rf72.

Goldman scor kategorija

@1 W2 W3 E35 M4

Grafikon 10. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze prema modifikovanom Goldman skoru kod
bolesnika sa dijagnozom BKP.

Od ukupnog broja alela najveéu zastupljenost imao je alel sa 2 GGGGCC ponovka
(56,36%), zatim alel sa 8 GGGGCC ponovaka (11,86%), dok je maksimalni broj GGGGCC
ponovaka bio 14 (0,42%). Ukupno je detektovano 45/118 (38,14%) bolesnika koji su bili

homozigoti za veli¢ine C90rf72 alela. Prikaz raspodele ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela dat je na
Grafikonu 11.
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Grafikon 11. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom BKP.
Kod bolesnika sa BKP dijagnozom nisu utvrdene znacajne korelacije godina bolesnika na

pocetku bolesti sa brojem ponovaka. Takode, nije postojala asocijacija sa porodi¢nom anamnezom.
Rezultati Pirsonove korelacije prikazani su u Tabeli 27.
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Tabela 27. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara

Vedi alel Maniji alel Razlika Zbir
Starost na pocetku bolesti r 0,061 0,022 0,056 0,053
p 0,511 0,817 0,547 0,572

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisti¢ka zna¢ajnost

4.2.2 Frontotemporalna demencija

4.2.2.1 Klini¢ko-demografske karakteristike FTD bolesnika

Dijagnoza frontotemporalne demencije postavljena je kod 129 bolesnika od kojih je 74
bolesnika bilo muskog (57,36%), a 55 bolesnika Zenskog pola (42,64%). Demencija ranog pocetka
registrovana je kod 111 (86,05%), a demencija kasnog pocetka kod 18 bolesnika (13,95%).
Klini¢ko-demografske karakteristike bolesnika sa dijagnozom FTD prikazane su u Tabelama 28 i
29. ProseCna starost na pocetku bolesti kod muskaraca iznosila je 56,82+7,59 (95% CI: 55,07-
58,58) godina, dok su Zene imale 57,55+7,91 (95% CI: 55,41-59,68) godina na pocetku bolesti. U
FTD kohorti nije pokazana statisticki znacajna razlika izmedu muskog i Zenskog pola u starosti na
pocetku bolesti (p=0,601).

Tabela 28. Klini¢ko-demografske karakteristike bolesnika sa dijagnozom FTD

Opseg
SV+SD Cl (min-max)
Starost na pocetku bolesti (godine) 57,13+7,71 95% CI: 55,79-58,47 36,0-78,0
MMSE 17,38+7,53 95% CI: 16,07-18,69 2-30
Obrazovanje (godine) 12,26+2,98 95% ClI: 11,74-12,78 4-18

SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; Cl-interval poverenja srednje vrednosti

Registrovano je 9 (6,98%) bolesnika sa heksanukleotidnom ekspanzijom u genu C9orf72
kao i jedan (0,78%) bolesnik koji je nosio intermedijerni broj ponovaka na duzem alelu, a ¢ije ¢e
karakteristike biti kasnije opisane (Poglavlje 4.2.2.2). Uporedni prikaz klinicko-demografskih
karakteristika FTD bolesnika sa i bez GGGGCC ekspanzije dat je u Tabeli 29.

Kod bolesnika sa i bez GGGGCC ekspanzije nije uo¢ena znacajna razlika u ucestalosti
polova (p=0,416), (Tabela 29).

Medutim, bolesnici nosioci GGGGCC ekspanzije imali su u proseku 7 godina raniji pocetak
bolesti u odnosu na bolesnike koji nisu bili nosioci ekspanzije (p=0,007), (Tabela 29).

Tabela 29. Prikaz klinicko-demografskih karakteristika FTD bolesnika sa i bez GGGGCC
ekspanzije

Pozitivni na Negativni na
GGGGCC ekspanziju | GGGGCC ekspanziju p vrednost
Pol
muski 44.,44% 58,33% p=0,416
zenski 55,55% 41,66%
ALS/FTD 22,22% 2,5% p=0,003
Pozitivna porodi¢na anamneza 77,78% 37,5% p=0,018
Starost na pocetku bolesti:
SV+SD; 50,56+£8,25; 57,63+7,47,
(95% CI) (44,22-56,90) (56,27-58,98) p=0,007
Opseg:min-max 36,0-64,0 38,0-78.0

SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; Cl-interval poverenja srednje vrednosti

53




Pozitivna porodi¢na anamneza registrovana je kod 52/129 (40,31%) bolesnika u okviru koje
je kategorija 1 registrovana kod 5 (9,62%), kategorija 2 kod 6 (11,54%), kategorija 3 kod 24
(46,15%) i kategorija 3,5 kod 17 (32,69%) bolesnika. Sedam bolesnika sa GGGGCC ekspanzijom
(13,46%) pripadalo je grupi sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom. Kategorija 4 registrovana je
kod 77/129 (59,69%) bolesnika u okviru koje su 2 (2,60%) bolesnika bila nosioci GGGGCC
ekspanzije. Zastupljenost porodi¢ne anamneze prema modifikovanom Goldman skoru prikazana je
na Grafikonu 12. Poredenjem pozitivne porodicne anamneze kod bolesnika sa i bez GGGGCC
ekspanzije, uoc¢eno je da je kod nosilaca ekspanzije znacajnije zastupljenija pozitivna porodi¢na
anamneza (p=0,018), (Tabela 29).

U okviru FTD grupe 5/129 (3,88%) bolesnika imalo je preklapajuéi fenotip FTD/ALS, dok
je u okviru samog FTD/ALS fenotipa 2 (40%) bolesnika bilo nosilac GGGGCC ekspanzije.
Prisustvo ALS-a bilo je znatno ¢eS¢e kod bolesnika koji su nosioci ekspanzije u odnosu na
bolesnike kod kojih GGGGCC ekspanzija nije registrovana (22,22% vs 2,5%, redom, p=0,003),
(Tabela 29). Klinicko-demografske karakteristike FTD/ALS bolesnika prikazane su u Poglavlju
4.3.1.

Parkinsonizam je registrovan kod 6/129 (4,65%), PSP kod 8/129 (6,20%), epilepsija kod
3/129 (2,33%), mioklonus kod 1/129 (0,78%) i horea kod 2/129 (1,55%) bolesnika.
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Grafikon 12. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze prema modifikovanom Goldman skoru kod
bolesnika sa dijagnozom FTD.

U naSoj grupi FTD bolesnika u okviru normalnih alela najvecu zastupljenost imao je alel sa
2 ponovka (51,16%), a zatim alel sa 8 ponovaka (14,73%). Najveci registrovan broj ponovaka u
okviru normalnih alela bio je 15 (0,39%). Kod jedne bolesnice registrovana su 24 ponovka na
duzem alelu koji je klasifikovan kao intermedijerni broj ponovaka. Kod 35/129 (27,13%) bolesnika
detektovane su homozigotne veli¢ine C90rf72 alela. Raspodela ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela
kod FTD bolesnika prikazana je na Grafikonu 13.

U okviru presimptomatskog testiranja analizirano je 5 ¢lanova porodice bolesnice sa 24
ponovka sa dijagnozom FTD, pri ¢emu su 2 ¢lana bila muskog, a 3 ¢lana Zenskog pola sa Goldman
skor kategorijom 2. Kod 2/5 (40%) ispitanika registrovano je prisustvo alela sa 24 ponovka, dok je
kod 1/5 (25%) ispitanika registrovano prisustvo 27 ponovaka na duzem alelu. Svi ispitanici su
pregledani od strane neurologa i nisu imali neuroloskih tegoba. Ovi rezultati nisu graficki prikazani
na Grafikonu 13.

54



120

100 -

80 -

60 -

Broj aleh

40 -

LA IS REES SN G AN N N I ) I I | AR -
Broj GGGGCC ponovaka

Grafikon 13. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom FTD.

Analiza korelacije veli¢ine normalnih ponovaka kod bolesnika bez GGGGCC ekspanzije
pokazala je prisustvo negativne korelacije veceg i razlike broja ponovaka sa godinama bolesnika na
pocetku bolesti. Sa druge strane, nije pokazana znaCajna asocijacija veli¢ine ponovaka sa
prisustvom ALS-a, kao ni sa porodi¢nom anamnezom. Rezultati Pirsonove korelacije i t testa dati su
u Tabeli 30.

Tabela 30. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara kod
bolesnika bez GGGGCC ekspanzije

Vedi alel Manji alel Razlika Zbir
Starost na pocetku bolesti r -0,197 0,116 -0,267 -0,109
p 0,032 0,208 0,003 0,238
FTD/ALS t 0,717 -0,653 1,099 0,305
p 0,475 0,515 0,274 0,761

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka zna¢ajnost; t- vrednost t testa

4.2.2.2 Klinicke Kkarakteristike bolesnika sa detektovanim GGGGCC ekspanzijama i
intermedijernim brojem ponovaka u genu C9orf72

U grupi bolesnika sa dijagnozom FTD kod kojih je registrovana GGGGCC ekspanzija u
heterozigotnom obliku (9/129), 4 bolesnika (44,44%) bila su muskog pola, dok je 5 bolesnika
(55,56%) bilo zenskog pola. Klini¢ko-demografske karakteristike bolesnika sa registrovanom
ekspanzijom prikazane su u Tabeli 29.

Kod nosilaca GGGGCC ekspanzije muskog i Zenskog pola nije utvrdena znacajna razlika u
starosti na pocetku bolesti (p=0,756), (49,50+£9,68 (95% CIl. 34,10-64,90) kod musSkaraca i
51,40£7,99 (95% CI: 41,48-61,32) kod zena).

Pozitivna porodi¢na anamneza bila je zastupljena kod 7/9 (77,78%) bolesnika, a kategorija 4
modifikovanog Goldman skora kod 2/9 (22,22%) bolesnika. U okviru pozitivne porodi¢ne
anamneze kategorija 1 zabeleZena je kod jednog (14,29%), kategorija 2 kod jednog (14,29%),
kategorija 3 kod 4 (57,14%) i kategorija 3,5 kod jednog (14,29%) bolesnika (Grafikon 12).

Dva bolesnika (22,22%) imala su preklapaju¢i FTD/ALS fenotip, dok je bihejvioralna
varijanta FTD registovana je kod 7 (77,78%) bolesnika.

Velicina ekspandovanih ponovaka registrovana Southern blot metodom kod FTD bolesnika
bila je u opsegu 40-742 ponovaka.

Kod nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 nije pokazana znaCajna korelacija veliCine
ponovaka sa godinama bolesnika na pocetku bolesti. Nije pokazana asocijacija sa porodi¢nom
anamnezom, niti je postojala razlika u veli¢ini ponovaka u odnosu na prisustvo ALS-a. Rezultati
Spirmanove korelacije i t testa prikazani su u Tabeli 31.
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Tabela 31. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara kod
nosilaca GGGGCC ekspanzije

Manji alel Blot max
Starost na pocetku bolesti rs 0,590 0,351
p 0,095 0,354
FTD/BMN t -0,596 -0,229
p 0,652 0,826

rs - Spirmanov koeficijent korelacije; p - statisti¢ka znacajnost;t-vrednost t testa

Prikaz klinicke slike bolesnika nosilaca ekspanzije i intermedijernog broja ponovaka

1.

Bolesnik 1 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 64. godina, bihejvioralne izmene u vidu
nezainteresovanosti, promena u svakodnevnim aktivnostima (prestala da Cisti po ku¢i i kuva
kao i da odrzava li¢nu higijenu). Imala je potrebu da izlazi iz kuce kroz prozor i besciljno
Seta. MMSE: 7/30. Postavljena je dijagnoza FTDbv. Porodi¢na anamneza: pozitivna (rodeni
brat u 68. godini Zivota imao je psihijatrijske tegobe u vidu halucinacija i iluzija, izvr$io je
suicid). Normalni alel nosio je 5 ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ponovaka na duzem
alelu bila opsega 50-725 ponovaka.

Bolesnik 2 (zenskog pola): pocetak bolesti: 50. godina, zaboravnost i promena na planu
ponaSanja (sitne krade, preturanje po kontejneru, dovlacenje stvari u kucu). Postala je
inertna, zanemarivala je licnu higijenu i prestala da obavlja svakodnevne radnje po ku¢i (ne
kuva, ne Cisti). Pokazivala je poremecaj paznje u vidu odsutnosti i imala je problem sa
imenovanjem. MMSE: 20/30. Postavljena je dijagnoza FTDbv. Porodi¢na anamneza:
pozitivna (majka bolesnice imala je psihijatrijsku dijagnozu, pred smrt je bila zaboravna i
imala probleme sa prepoznavanjem poznatih lica). Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je
registrovana veli¢ina ponovaka na duzem alelu bila opsega 98-729 ponovaka.

Bolesnik 3 (Zzenskog pola): pocetak bolesti: 42. godina, problemi sa izgovaranjem reci i
gutanjem. Bile su prisutne izmene li¢nosti, socijalno povlacenje, poremecaj pamcenja kao i
epizode agitacije i halucinacija. Pored dizartrije i disfagije bolesnica je imala slabost
ekstremiteta. MMSE: 8/30. Postavljena je dijagnoza preklapaju¢eg FTD/BMN fenotipa.
Porodi¢na anamneza: kategorija 4. Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana
veli¢ina ponovaka na duzem alelu bila opsega 122-424 ponovaka.

Bolesnik 4 (Zenskog pola): pocetak bolesti: 49. godina, zaboravnost. Izgubila je
interesovanje, postala lenja i prestala da vodi racuna o li€noj higijeni. Vremenom tegobe su
progredirale i nije viSe bila samostalno funkcionalna. Pokazivala je ravnoduSnost prema
¢lanovima porodice i povremeno je imala probleme sa prepoznavanjem osoba iz okoline.
Nije pokazivala agitiranost, pasivno je sluSala sve $to joj se kaze. Cesto se zaplate bez
potrebe ili kada joj neko postavi pitanje. Duze vreme bio je primetan intenzivan apetit.
Psihomotorna usporenost i prisustvo afektivne inkontinencije. MMSE: 6/30. Postavljena je
dijagnoza FTDbv. Porodi¢na anamneza: pozitivna (majka i ujak su bili dementni u 65
godina). Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ponovaka na duzem
alelu bila opsega 87-486 ponovaka.

Bolesnik 5 (muskog pola): pocetak bolesti: 52. godina, problemi sa orjentacijom u prostoru
(po¢eo je da ulazi u pogreSan autobus). Prisutno je socijalno povlacenje kao i
nezainteresovanost. Tok bolesti je iSao u pravcu da sve manje govori, umeo je da se rastuzi i
rasplace kada sretne ljude koje je poznavao. MMSE: 5/30. U neurolo§skom nalazu narusena
posturalnost 1 ataksi¢nost. Porodi¢na anamneza: pozitivna (stariji brat ima sli¢ne tegobe na
planu ponasanja, sakuplja stare stvari i ima strah od siromastva, majka bolesnika je imala
psihijatrijske tegobe (halucinacije i ¢udne ideje)). Normalni alel nosio je 7 ponovaka, dok je
registrovana veli¢ina ponovaka na duzem alelu bila opsega 49-714 ponovaka.
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6.

10.

Bolesnik 6 (muskog pola): pocetak bolesti: 51. godina, otezan hod na petama S§to se
progresivno pogorsavalo 1 dovelo do pada levog i desnog stopala. Bolesnik se zalio na
otezano ustajanje iz Cu€nja i brzo zamaranje. Prisutna je depresija umerenog stepena,
oslabljena paznja i problemi u paméenju skorasnjih dogadaja. Halucinacije se javljaju u
obliku prepricavanja razgovora koji se nisu dogodili. MMSE: 28/30. Bolesniku je
postavljena dijagnoza preklapajuc¢eg fenotipa FTDbv/ALS. Porodi¢na anamneza: pozitivna
na ALS (sestra od tetke ima ekspanziju GGGGCC ponovaka: Poglavlje 4.1.1.2 bolesnik 28).
Normalni alel nosio je 10 ponovaka, dok je prosecna registrovana veli¢ina ponovaka na
duzem alelu bila opsega 183-742 ponovka.

Bolesnik 7 (muSkog pola): pocetak bolesti: 36. godina, problemi na egzekutivnom planu
(imao je probleme u voznji, napravio je nekoliko saobracajnih akcidenata). Imao je
probleme na poslu i pad funkcionalnosti. Javili su se problemi sa govorom u vidu smanjene
govorne produkcije i ponavljanja neke reci vise puta. Prisutna je izmena u ishrani sa
konzumiranjem velike koli¢ine slatkiSa i suve hrane. Slabije se snalazio u svakodnevnim
aktivnostima i nekontrolisano je kupovao bespotrebne stvari. Bio je nemaran oko placanja
komunalija, kao i oko brige o detetu. Povremeno je zapazena urinarna inkontinencija.
Neuroloski nalaz: hipomimija i posturalni tremor na levim gornjim ekstremitetima. MMSE:
26/30. Bolesniku je postavljena dijagnoza FTDbv. Porodi¢na anamneza: kategorija 4.
Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ponovaka na duzem alelu bila
opsega 122-355 ponovaka.

Bolesnik 8 (muskog pola): pocetak bolesti: 59. godina, etilizam. Bolesnik postaje sve manje
funkcionalan i nesposoban da brine o sebi. Prisutan je oskudan govor i ponavljanje istih re¢i
(na svako pitanje odgovara sa ,,dobro*). Bolesnik je imao stalnu potrebu da Seta, a javili su
se 1 problemi spavanja. Neuroloski nalaz: oromandibularne diskinezije i motorne
stereotipije. MMSE: 5/30. Postavljena dijagnoza FTDbv. Porodi¢na anamneza: pozitivna na
demenciju (majka bolesnika je imala demenciju sa 47 godina). Normalni alel nosio je 5
ponovaka, dok je registrovana veli¢ina ponovaka na duzem alelu bila opsega 97-454
ponovka.

Bolesnik 9 (zenskog pola): pocetak bolesti: 52. godina, otezan govor i nevoljni pokreti
jezika i donje vilice. Prisutan je bezrazloZni strah i zaboravnost, kao i izmene na planu
ponasanja u vidu kleptomanije, socijalnog zanemarivanja, apatija i gubitak empatije. Nije
bila funkcionalana da vodi brigu o sebi i li¢noj higijeni. Neuroloski nalaz: apraksija,
poremecaj govora, oromandibularne diskinezije, dezorijentacija u prostoru i stereotipno
ponasanje. MMSE: 10/30. Postavljena dijagnoza FTDbv. Porodi¢na anamneza: pozitivna
(majka je bolovala od demencije). Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana
veli¢ina ponovaka na duzem alelu bila opsega 40-408 ponovaka.

Bolesnik 10 (zenskog pola): pocetak bolesti: 54. godina, usporenost, odsutnost, povremena
zbunjenost 1 nerazumevanje postavljenih pitanja. Dugoro¢na memorija je oc¢uvana ali je
prisutna dezorjentacija u vremenu. Bolest progredira u vidu redukcije govora koji je sveden
na nivo pojedinacnih re¢i sa elementima eholalije, a zatim do pojave mutisti¢nosti. Prilikom
hoda prisutna slabost, nestabilnost 1 povlacenje leve noge koje je vremenom bilo sve teZe i
dovelo do nepokretnosti. MMSE: 13/30. Porodi¢na anamneza: pozitivna (oba brata oko 50.
odnosno 40. godine zivota imali su probleme sa govorom i hodom, preminuli su nepokretni).
Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a dat je na Slici 11. Utvrdeno je da bolesnica
na kra¢em alelu ima 2, a na duzem alelu 24 ponovka. Alel sa 24 ponovka je klasifikovan kao
intermedijerni.
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Slika 11. Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a veli¢ine C9orf72 alela.

4.2.3 Alchajmerova bolest

Grupu sa postavljenom dijagnozom Alchajmerove bolesti ¢inilo je 176 bolesnika. 79
bolesnika je bilo muskog pola (44,89%), dok je 97 bolesnika bilo Zenskog pola (55,11%). Bolest
ranog pocetka registrovana je kod 162 bolesnika (92,05%), a kasnog pocetka kod 14 bolesnika
(7,95%). Klinicko-demografske karakteristike bolesnika prikazane su u Tabeli 32. Kod 65/176
(36,93%) bolesnika dobijeni su podaci o postojanju pozitivne porodi¢ne anamneze, dok je 111/176
(63,07%) bolesnika imalo kategoriju 4 prema modifikovanom Goldman skoru. U okviru pozitivne
porodi¢ne anamneze 7 (10,77%) bolesnika imalo je kategoriju 1, 3 (4,61%) bolesnika kategoriju 2,
15 (23,08%) bolesnika kategoriju 3 i 40 (61,54%) bolesnika kategoriju 3,5 (Grafikon 14).

Mioklonus je registrovan kod 5/176 (2,84%) bolesnika, epilepsija kod 2/176 (1,14%) a
parkinsonizam kod 1/176 (0,57%) bolesnika.

Tabela 32. Klinicko-demografske karakteristike bolesnika sa postavljenom dijagnozom AB.

Opseg
SV+SD Cl (min-max)
Starost na pocetku bolesti (godine) 57,74+6,61 95% CI: 56,76-58,73 35,0-83,0
MMSE 15,48+6,67 95% ClI: 14,49-16,47 3-28
Obrazovanje (godine) 11,31£3,0 95% CI: 10,86-11,75 4-22

SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; Cl-interval poverenja srednje vrednosti

U grupi bolesnika sa dijagnozom AB nije detektovano prisustvo GGGGCC ekspanzija.
Registrovan je jedan bolesnik (0,57%) nosilac 28 GGGGCC ponovaka na duzem alelu koji je
okarakterisan kao intermedijerni broj ponovaka. Opis bolesnika sa intermedijernim brojem
ponovaka prikazan je u Poglavlju 4.2.3.1.
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Grafikon 14. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze prema modifikovanom Goldman skoru kod
bolesnika sa dijagnozom AB.
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U ovoj grupi najvecu ucestalost imao je alel sa 2 (52,56%) GGGGCC ponovka, a zatim sa 8
ponovaka (15,06%). Maksimalan broj ponovaka u okviru normalnih alela bio je 16 (0,57%). Kod
53/176 (30,11%) bolesnika zabelezeno je homozigotno prisustvo veli¢ina C9orf72 alela. Raspodela
ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela kod AB bolesnika prikazana je na Grafikonu 15.
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Grafikon 15. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom AB

U grupi bolesnika sa dijagnozom AB nije pokazano postojanje korelacije veli¢ine normalnih
ponovaka sa godinama bolesnika na pocetku bolesti, kao ni asocijacija sa porodiénom anamnezom.
Rezultati statisti¢ke analize prikazani su u Tabeli 33.

Tabela 33. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara

Veéi alel Maniji alel Razlika Zbir
Starost na pocetku bolesti r -0,039 0,000 -0,042 -0,028
p 0,609 0,997 0,578 0,709

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisticka znacajnost

4.2.3.1 Klinicka slika bolesnika sa intermedijernim brojem ponovaka

1. Bolesnik 1 (zenskog pola): pocetak bolesti: 58. godina, zaboravnost i problemi u
svakodnevnim zivotnim aktivnostima (zaboravljala da iskljuci ringlu, zaboravljala gde je
krenula ili zbog Cega je dosla). Tegobe postaju sve izrazenije 1 javlja se povremena
dezorjentisanost. Dogadaje koje vidi na televiziji predstavlja kao da su iz realnog zivota i
Cesto konstruiSe dogadaje koji se nisu desili. Prisutan je gubitak telesne mase sa razvojem
bolesti. MMSE: 17/30. Neuropsiholoski nalaz: pad u multiplim kognitivnim domenima
(epizodicko pamcenje, egzekutivni deficit, vizuospacijalni ispad kao 1 pad na jezickom
planu imenovanja). Porodi¢na anamneza: kategorija 4. Utvrdeno je da na kracem alelu
poseduje 5, a na duzem 28 GGGGCC ponovaka. Alel sa 28 ponovaka je okarakterisan kao
intermedijerni. Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a dat je na Slici 12.

Slika 12. Prikaz elektroferograma fluorescentnog PCR-a veli¢ine C9orf72 alela.
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4.2.4 Atipicna demencija

4.2.4.1 Klini¢ko-demografske karakteristike bolesnika sa atipiénom demencijom

Dijagnoza atipi¢ne demencije postavljena je kod 49 bolesnika od kojih je 22 bolesnika bilo
muskog pola (44,90%), dok je 27 bolesnika bilo Zzenskog pola (55,10%). Bolest ranog pocetka
registrovana je kod 40 bolesnika (81,63%), dok je bolest kasnog pocetka registrovana kod 9
bolesnika (18,37%). Klinicko-demografske karakteristike bolesnika prikazane su u Tabeli 34.
Pozitivna porodi¢na anamneza zabelezena je kod 25/49 (51,02%) bolesnika. U okviru pozitivne
porodi¢ne anamneze nije bilo bolesnika koji su imali kategoriju 1 modifikovanog Goldman skora.
Kategorija 2 bila je prisutna kod 5 (20%), kategorija 3 kod 11 (44%) i kategorija 3,5 kod 9 (36%)
bolesnika. Kategorija 4 bila je prisutna kod 24/49 (48,98%) bolesnika (Grafikon 16).

Kod 11/49 (22,45%) bolesnika registrovano je prisustvo parkinsonizma, kod po 3/49
(6,12%) PSP i kortikobazalni sindrom, mioklonus kod 2/49 (4,08%) i kod po 1/49 (2,04%)
bolesnika epilepsija, horea i rapidno progresivna demencija.

Tabela 34. Klinicko-demografske karakteristike bolesnika sa dijagnozom atipi¢ne demencije.

Opseg

SV+SD Cl (min-max)

Starost na pocetku bolesti (godine) 57,55+9,64 95% CI: 54,78-60,32 30,0-76,0
MMSE 16,10+8,03 95% ClI: 13,80-18,41 3-29
Obrazovanje (godine) 11,55+2,84 95% ClI: 10,74-12,37 5-18

SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; Cl-interval poverenja srednje vrednosti

U ovoj grupi bolesnika registrovana su 2 (4,08%) bolesnika sa heksanukleotidnom
ekspanzijom u genu C9orf72 koji ¢e biti kasnije opisani (Poglavlje 4.2.4.2). Kod oba bolesnika
(8%) sa detektovanom heksanukleotidnom ekspanzijom u genu C9orf72 zabelezena je pozitivna
porodi¢na anamneza.
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Grafikon 16. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze prema modifikovanom Goldman skoru kod
bolesnika sa dijagnozom atipi¢ne demencije.

Kod bolesnika sa dijagnozom atipi¢ne demencije najvecu zastupljenost imao je alel sa 2
GGGGCC ponovka (52,04%), a zatim alel sa 5 ponovaka (9,18%). Maksimalan registrovan broj
ponovaka u okviru normalnih alela bio je 15 (1,02%). Kod 12/49 (24,49%) bolesnika registrovane
su homozigotne veli¢ine C90rf72 alela. Raspodela ucestalosti velic¢ina C9orf72 alela prikazan je na
Grafikonu 17.
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Grafikon 17. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom atipi¢ne
demencije.

Kod bolesnika bez GGGGCC ekspanzije sa dijagnozom atipi¢ne demencije nije utvrdena
korelacija veli¢ine normalnih alela sa godinama bolesnika na pocetku bolesti, kao ni asocijacija sa

porodi¢nom anamnezom. Rezultati statistiCke analize prikazani su u Tabeli 35.

Tabela 35. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara

Vedi alel Maniji alel Razlika Zbir
Starost na pocetku bolesti r 0,116 0,192 0,013 0,169
p 0,436 0,196 0,930 0,256

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisti¢ka zna¢ajnost

4.2.4.2 Klinicka slika bolesnika sa detektovanim GGGGCC ekspanzijama u genu C9orf72

U grupi atipi¢nih demencija registrovana su 2 bolesnika (4,08%) zenskog pola sa
heterozigotnom heksanukleotidnom ekspanzijom u genu C9orf72. Oba bolesnika su imala
kategoriju 3 modifikovanog Goldman skora (Grafikon 16). Veli¢ina ekspandovanih ponovaka
registrovana Southern blot metodom u ovoj grupi bolesnika bila je opsega 102-590 ponovaka.

1. Bolesnik 1 (zenskog pola): pocetak bolesti: 30. godina, zaboravnost u svakodnevnim
zivotnim aktivnostima (zaboravlja stvari po kuci, zaboravlja da iskljuéi ringlu) i problemi sa
govorom. MMSE: 5/30. Neuroloski nalaz: prisutan ,,zure¢i pogled”, agramatizam sa
elementima logopenicke afazije, apraksija. Porodi¢na anamneza: pozitivna na ALS (tetka po
ocu imala ALS). Normalni alel nosio je 2 ponovka, dok je registrovana veli¢ina ponovaka na
duZem alelu bila opsega 102-498 ponovaka.

2. Bolesnik 2 (zenskog pola): pocetak bolesti: 59. godina, problemi sa govorom (govor kao da
je ,,seckan®) 1 problemi u racunanju. Samostalno je funkcionalna, a u meduvremenu su se
pojavili padovi usled slabosti leve noge i nestabilnog hoda koje je progrediralo do
nemogucnosti samostalnog hoda. Bolest je progredirala ka disfagiji 1 dizartriji tezeg stepena.
MMSE: 21/30. Neuropsiholoski nalaz: blaga deteorijacija globalnog kognitivnog
funkcionisanja sa diskretnim specifi¢nim deficitima u sferi podeljene paznje, govora, obima
neposrednog upamcivanja, evokacije ranije usvojenih informacija i izvodenja matematickih
operacija. Porodi¢na anamneza: pozitivna. Normalni alel nosio je 6 ponovaka, dok je
registrovana veli¢ina ponovaka na duzem alelu bila opsega 304-590 ponovaka.
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4.3 Preklapajuci fenotip ALS/FTD i FTD/ALS
4.3.1 Klini¢ko-demografske karakteristike bolesnika sa preklapajuc¢im fenotipom

U ovom istrazivanju, medu bolesnicima sa ALS i FTD dijagnozom ukupno je registrovano
22 bolesnika kojima je postavljena dijagnoza ALS/FTD i FTD/ALS preklapajuceg fenotipa koji su
ranije spomenuti u prethodnim Poglavljima 4.1.1.1 i 4.2.2.1, vezano za ALS ili FTD zavisno od
oblika klini¢ke prezentacije. Grupu je ¢inilo 12 bolesnika muskog pola (54,55%) i 10 bolesnika
zenskog pola (45,45%). Pozitivna porodi¢na anamneza registrovana je kod 6/22 (27,27%),
negativna porodi¢na anamneza kod 10/22 (45,45%), dok za 6/22 (27,27%) bolesnika podaci o
porodi¢noj anamnezi nisu bili dostupni.

ProseCna starost na pocetku bolesti bolesnika sa preklapaju¢im fenotipom iznosila je
59,59+8,89 (95% CI: 55,65-63,53) opsega 42,0-74,0 godina. U kohorti sa preklapaju¢im fenotipom
izmedu muskog 1 zenskog pola nije uoc¢ena znacajna razlika u starosti na pocetku bolesti (p=0,777),
(59,08+8,50 (95% CI: 53,68-64,48) godina za muskarce i 60,20+9,76 (95% ClI: 53,22-67,18) godina
za zene). Uporedni prikaz klinicko-demografskih karakteristika bolesnika sa i bez GGGGCC
ekspanzije dat je u Tabeli 37.

Takode, nije uoCena znacajna razlika (p=0,906) u starosti na pocetku bolesti za spinalni
oblik bolesti (10 bolesnika, (60,20+8,35 (95% CI: 54,23-66,17)) i bulbarni oblik (11 bolesnika,
60,64+8,41 (95% CI: 54,99-66,28)).

U ovoj grupi bolesnika je registrovano 7 (31,82%) heterozigotnih nosilaca GGGGCC
ekspanzije. Grupu je ¢inilo 4 bolesnika muskog (57,14%) i 3 bolesnika Zenskog pola (42,86%).
Izmedu muskaraca i Zena nije uoCena znacajna razlika u starosti na pocetku bolesti (p=0,639),
(58,0£8,76 (95% CI: 44,07-71,93) godina za muskarce i 54,33+10,79 (95% CI. 27,54-81,13) godina
za zene). Klinicko-demografske karakteristike bolesnika prikazane su u Tabelama 37 i 38.

Veli¢ina ekspandovanih ponovaka registrovana Southern blot metodom u ovoj grupi
bolesnika bila je opsega 54-742 ponovaka.

Kod nosilaca ekspanzije nije uocena korelacija veli¢ine ponovaka sa godinama bolesnika na
pocetku bolesti. Takode, nije registrovana asocijacija veli¢ine ponovaka sa spinalnim i bulbarnim
pocetkom bolesti, kao ni sa porodicnom anamnezom. Rezultati statisticke analize prikazani su u
Tabeli 36.

Tabela 36. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara kod
nosilaca GGGGCC ekspanzije

Maniji alel Blot max
Starost na pocetku bolesti Is 0,401 -0,071
p 0,373 0,879
Spinalni/bulbarni t 1,964 1,080
p 0,188 0,341

rs - Spirmanov koeficijent korelacije; p - statisticka znacajnost; t-vrednost t testa

Poredenjem bolesnika sa 1 bez GGGGCC ekspanzije nije uocena znacajna razlika u
zastupljenosti muskog i Zenskog pola (p=0,867), (Tabela 37).

Kod bolesnika bez i sa GGGGCC ekspanzijom ponovaka u genu C9orf72 nije uocena
znacajna razlika u starosti na pocetku bolesti (p=0,264), (Tabela 37).

U okviru grupe bolesnika sa pozitivnom porodicnom anamnezom 2/6 (33,33%) bolesnika je
imalo pozitivnu porodi¢nu anamnezu na ALS i registrovanu GGGGCC ekspanziju. Kod 3/6 (50%)
bolesnika bez detektovane ekspanzije uocavala se porodi¢na anamneza u vidu srodnika sa
demencijom, dok je 1/6 (16,67%) bolesnik imao pozitivnu porodi¢nu anamnezu na ALS |
demenciju istovremeno sa GGGGCC ekspanzijom. U okviru negativne porodi¢ne anamneze, 3/10
(30%) bolesnika imalo je GGGGCC ekspanziju, dok za jednog bolesnika (16,67%) sa GGGGCC
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ekspanzijom podaci o porodi¢noj anamnezi nisu bili dostupni. Zastupljenost porodi¢ne anamneze
prikazana je na Grafikonu 18. Poredenjem bolesnika sa i bez GGGGCC ekspanzije nije uo¢eno da
postoji znacajna razlika u zastupljenosti porodi¢ne anamneze (p=0,424), (Tabela 37).

Tabela 37. Prikaz klini¢ko-demografskih karakteristika ALS/FTD i FTD/ALS bolesnika sa i bez
GGGGCC ekspanzije

Pozitivni na Negativni na
GGGGCC ekspanziju | GGGGCC ekspanziju| P Yrednost
Pol
muski 57,14% 53,33% 0,867
zenski 42,86% 46,67%
Pocetak
spinalni 50% 46,67% 0,890
bulbarni 50% 53,33%
Pozitivna porodi¢na 50% 30% p=0.424
anamneza
Starost na pocetku bolesti:
SV+SD; 56,43+9,00; 61,07+8,75; p=0.264
(95% CI) (48,11-64,75) (56,22-65,91) ’
Opseg:min-max 42,0-67,0 46,0-74,0

SV-srednja vrednost; SD-standardna devijacija; Cl-interval poverenja srednje vrednosti

bl

ALS Demencija AlLSidemencija Negativna Nepoznata

Ukupan broj bolesnika
O B N W A UV O N @

Kategorija porodicne anamneze

M Bolesnici bez ekspanzije M Bolesnici sa ekspanzijom
Grafikon 18. Prikaz zastupljenosti porodi¢ne anamneze kod bolesnika sa dijagnozom ALS/FTD i
FTD/ALS.

U okviru spinalne forme ALS-a koja je registrovana kod 10 bolesnika (9 muskaraca i 1 Zena,
45,45%) uocena su i 3 (30%) bolesnika sa GGGGCC ekspanzijom, dok su u grupi sa bulbarnom
formom ALS-a (11 bolesnika (3 muskarca i 8 Zena, 50%)) takode 3 (27,27%) bolesnika bili nosioci
GGGGCC ekspanzije. Podaci o obliku ALS-a nisu bili dostupni za 1/22 (4,55%) bolesnika koji je
istovremeno bio i nosilac GGGGCC ekspanzije. Detaljan prikaz forme ALS-a kod ALS/FTD i
FTD/ALS bolesnika dat je u Tabeli 38. Kod bolesnika sa i bez GGGGCC ekspanzije nije uocena
znacajna razlika u zastupljenosti spinalnog i bulbarnog pocetka bolesti (p=0,890), (Tabela 37).

Kod bolesnika sa ekspanzijom i spinalnim i bulbarnim pocetkom bolesti nije uocena
znacajna razlika u starosti na pocetku bolesti (p=0,580), (60,67+8,50 (95% CI. 39,54-81,79) godina
za spinalni oblik i 57,0+6,24 (95% CI: 41,48-72,51) godina za bulbarni oblik).
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Tabela 38. Prikaz oblika pocetka bolesti kod ALS/FTD i FTD/ALS bolesnika

Pozitivni na Negativni na
Cela kohorta (22) GGGGCC GGGGCC
ekspanziju (6) ekspanziju (15)
Spinalni pocetak 10 (45,45%) 3 (42,86%) 7 (46,67%)
Pol (muski %) 90% 100% 85,71%
GGGGCC ekspanzija 3 (30%) / /
GE 9 (90%) 2 (66,67%) 7 (100%)
GE-levo 1 (11,11%) 1 (50%) /
GE-desno 3 (33,33%) 1 (50%%) 2 (28,57%)
GE-oba 5 (55,56%) / 5 (71,43%)
DE 1 (10%) 1 (33,33%) /
DE-levo 1 (100%) 1 (100%) /
DE-desno / / /
DE-oba / / /
GE+DE / / /
GE+DE-levo / / /
GE+DE-desno / / /
GE+DE-oba / / /
Bulbarni pocetak 11 (50%) 3 (42,86%) 8 (53,33%)
Pol (muski %) 27,27% 33,33% 25%
GGGGCC ekspanzija 3(27,27%) / /

GE-gornji ekstremiteti; DE-donji ekstremiteti

U grupi sa preklapaju¢im fenotipom najvecu zastupljenost imao je alel sa 2 GGGGCC
ponovka (47,73%), a zatim alel sa 8 GGGGCC ponovaka (11,36%). Najveci broj registrovanih
ponovaka u okviru grupe normalnih alela bio je 12 (2,27%). Cetiri bolesnika (18,18%) su bili
homozigoti za veli¢ine C90rf72 alela. Raspodela ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela prikazan je na
Grafikonu 19.
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Grafikon 19. Distribucija ucestalosti C9orf72 alela kod bolesnika sa dijagnozom ALS/FTD.
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U kohorti bolesnika sa preklapaju¢im fenotipom bez registrovane GGGGCC ekspanzije nije
uoCena korelacija veli¢ine normalnih alela sa godinama bolesnika na pocetku bolesti. Ne postoji
znacajna razlika u veli¢ini ponovaka u odnosu na spinalni i bulbarni pocetak bolesti, kao ni
asocijacija sa porodicnom anamnezom. Rezultati statisticke analize prikazani su u Tabeli 39.

Tabela 39. Prikaz rezultata statistike povezanosti veli¢ine ponovaka i posmatranih parametara kod
bolesnika bez GGGGCC ekspanzije

Veéi alel Manji alel Razlika Zbir

y . r 0,126 0,451 -0,198 0,284

Starost na pocetku bolesti 0 0.655 0,001 0,480 0.304
Spinalni/bulbarni t -0,102 -1,926 1,178 -0,836

p 0,920 0,096 0,260 0,424

r - Pirsonov koeficijent korelacije; p - statisti¢ka znacajnost; t-vrednost t testa;

4.4 Kontrole

Kontrolna grupa se sastojala od 96 zdravih ispitanika u okviru koje je 27 ispitanika bilo
muskog pola (28,12%), dok je 69 ispitanika bilo zenskog pola (71,87%). Nije detektovano prisustvo
GGGGCC ekspanzija. Prosecna starost u trenutku uzorkovanja krvi u kontrolnoj grupi iznosila je
56,37+12,67 (95% CI: 53,81-58,94) opsega 36,0-88,0 godina.

U okviru normalnih alela najvecu ucestalost je imao alel sa 2 ponovka (47,40%), a zatim
alel sa 8 ponovaka (19,30%). Maksimalan registrovan broj ponovaka u okviru normalnih alela bio
je 17 (0,50%). Kod 24/96 (25%) ispitanika zabelezene su homozigotne veli¢ine C9orf72 alela.
Raspodela ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela prikazan je na Grafikonu 20.
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Grafikon 20. Distribucija ucestalosti C90rf72 alela kod zdravih kontrola.
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5.DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji, na uzorku od 1052 bolesnika iz Srbije sa razli¢itim
neurodegenerativnim oboljenjima, uradena je procena veli¢ina C9orf72 alela i identifikovani su
bolesnici nosioci GGGGCC ekspanzije. Ukupno je registrovano 42 bolesnika (3,99%) sa
ekspanzijom GGGGCC ponovaka i to 31 bolesnik sa dijagnozom ALS, 9 bolesnika sa FTD i 2
bolesnika sa atipicnom demencijom, dok je kod 6 bolesnika uoceno prisustvo intermedijerne
veli¢ine ponovaka na duzem alelu (1 bolesnik sa dijagnozom ALS, 2 sa fenokopijom HB, 1 sa PSP,
1 sa FTD i 1 bolesnik sa AB). Takode, registrovana su i 3 asimptomatska nosioca, srodnika
bolesnice sa prisustvom intermedijernog alela, takode sa intermedijernom veli¢inom ponovaka na
duZem alelu u genu C9orf72, dok su u kontrolnoj grupi registrovane samo veli¢ine normalnih alela.

Kod ALS bolesnika nosilaca ekspanzije uoCeno je cesce prisustvo pozitivne porodicne
anamneze kao i prisustvo FTD-a u odnosu na bolesnike koji nisu bili nosioci. Nosioci ekspanzije sa
dijagnozom FTD imali su u proseku raniji pocetak bolesti, znac¢ajno ¢e$¢e prisustvo pozitivne
porodi¢ne anamneze kao i prisustvo ALS-a, u poredenju sa bolesnicima bez ekspanzije. Pokazana je
povezanost veli¢ine ponovaka sa porodi¢nom anamnezom kod bolesnika sa dijagnozom PSP kao i
kod ALS bolesnika. Kod FTD bolesnika bez ekspanzije uocena je negativna korelacija veli¢ine
ponovaka sa godinama bolesnika na pocetku bolesti. Klinicka slika nosilaca ekspanzije sa
dijagnozom FTD obuhvatala je prisustvo bihevijoralnih izmena kao i preklapajuéih sindroma. Kod
nosilaca ekspanzije sa dijagnozom atipi¢éne demencije zabeleZzeno je prisustvo agramatizma,
apraksije, problemi sa govorom, znaci spinocerebelarne ataksije, dizartrije i disfagije. Nosioci
intermedijerne veli¢ine alela ispoljavali su klinicku sliku: amiotrofi¢ne lateralne skleroze, bolesti
sli¢cne Hantingtonovoj bolesti, klinicku sliku progresivne supranuklearne paralize, frontotemporalne
demencije ranog pocetka kao i klini¢ku sliku Alchajmerove bolesti ranog pocetka.

5.1 Bolesti sa predominantno motornim poremeé¢ajima

5.1.1 Klini¢ko-geneticke karakteristike bolesnika sa amiotroficnom lateralnom sklerozom

U naSem istrazivanju na teritoriji Srbije, od ukupnog broja testiranih bolesnika sa ALS
dijagnozom, ucestalost nosilaca GGGGCC ekspanzije je iznosila 8,09%, §to je slicno dobijenim
podacima u nekim evropskim studijama: 8,97% u Irskoj (Byrne et al., 2012), 7,56% u Nemackoj
(Majounie et al., 2012b), 9,55% u lItaliji (Majounie et al., 2012b) i 8,06% u Ujedinjenom
Kraljevstvu (Beck et al., 2013). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da ucestalost GGGGCC
ekspanzija pokazuje razliCitu geografsku distribuciju sa najveCom ucestalos¢u u Evropi, a
najmanjom u Aziji (Majounie et al., 2012b, Zou et al., 2017). U evropskim populacijama postoji
visoka prevalencija haplotipa rizika uz pretpostavku da se velika patogena ekspanzija dogodila
samo jednom po tipu efekta osnivaca pre oko 6300 godina (Smith et al., 2013). Medutim, kasnija
analiza u populaciji Svedske je pokazala da kod nosilaca ekspanzije postoje najmanje dva haplotipa
rizika (Chiang et al., 2016).

Kod ALS bolesnika iz Srbije, ucestalost od 15,62% nosilaca GGGGCC ekspanzije kod
FALS slucajeva manja je nego prethodno prijavljena ucestalost u evropskim populacijama od
33,7% (Zou et al., 2017). Ovakav rezultat moze Se objasniti nedostatkom potpunih podataka i
medicinske dokumentacije za ¢lanove porodice koji nam nisu bili dostupni. Kada su prvi put
otkrivene, ekspanzije GGGGCC ponovaka bile su opisane kod 46,4% familijarnih i 21%
sporadi¢nih ALS slucajeva u Finskoj, dok je u populacijama van Finske registrovano prisustvo kod
38,1% FALS slucajeva (Renton et al., 2011). U populaciji Srbije, mutacije u genu SOD1 su
detektovane su kod 27 ALS bolesnika, odnosno kod 14 FALS, §to ¢ini 73% svih geneticki
potvrdenih slucajeva ALS-a (Marjanovic et al., 2017).

U ovoj studiji kod ¢lanova porodice registrovano je prisustvo psihijatrijskih tegoba, sucida i
demencije koji su takode ukljuceni U pozitivnu porodi¢nu anamnezu. Skorija istrazivanja pokazuju
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da prisustvo navedenih poremecaja medu ¢lanovima porodice ALS bolesnika nije neuobicajeno
(O'Brien et al., 2017, Ryan et al., 2018, Laaksovirta et al., 2022) i da ove proSirene fenotipove treba
uzeti u razmatranje kada se odreduje stopa FALS-a (Ryan et al., 2018). Takode, u literaturi je
prijavljeno prisustvo PB medu srodnicima ALS bolesnika i nosilaca ekspanzije (Fallis and
Hardiman, 2009, Cooper-Knock et al., 2012, Laaksovirta et al., 2022) kao i u ovom istrazivanju.
Ako uzmemo u obzir psihijatrijske tegobe zajedno sa demencijom i PB, u naSem istrazivanju stopa
pacijenata sa pozitivnom porodicnom anamnezom (ukljucujuc¢i ALS) povecava se na 14,62% ALS
bolesnika od kojih su 17,86% nosioci GGGGCC ekspanzije. Oba nacina odredivanja stope FALS
sluc¢ajeva daju sliénu ucestalost GGGGCC ekspanzije kao sto je prijavljena sveukupna stopa od
16% (Marogianni et al., 2019). Ucestalost ekspanzije u genu C9orf72 kod sporadi¢nih sluc¢ajeva
ALS-a u populaciji Srbije iznosi 7,12% i u saglasnosti je sa dobijenim podacima iz literature od 6-
8% (Marogianni et al., 2019). Najveca ucestalost mutacija u analiziranoj ALS kohorti u ovoj studiji
zabelezena je kod bolesnika sa preklapaju¢im ALS/FTD fenotipom (29,41%). Ovakav rezultat je
oc¢ekivan s obzirom na prethodno objavljenu ucestalost mutacije kod ovih bolesnika od skoro 30%
(Marogianni et al., 2019).

U studiji koja je obuhvatila ucesnike iz Evrope i Severne Amerike, Xi et al. su registrovali
znacajno vece prisustvo familijarnih sluc¢ajeva kod nosilaca ekspanzije (50% vs. 8,2%) (Xi et al.,
2012). U poredenju sa bolesnicima bez GGGGCC ekspanzije, nosioci ekspanzije u nasoj studiji
imali su znatno ¢eSce prisustvo pozitivne porodi¢ne anamneze sa proSirenim fenotipovima (15,65%
vs. 34,48%).

Na osnovu epidemioloske studije na globalnom nivou, prosec¢na starost na pocetku bolesti
ALS bolesnika iznosi 62 godine (Chio et al., 2013) i razlikuje se medu populacijama (Chio et al.,
2009). U ovoj studiji na teritoriji Srbije, prose¢na starost na pocetku bolesti je nesto niza i iznosila
je 58,33 godine (58,06 kod muskaraca i 58,66 kod Zena). Nije uocena znacajna razlika u starosti
bolesnika na pocetku bolesti u odnosu na pol (p=0,599) kao Sto je pokazano u italijanskoj studiji u
ukupnom posmatranom periodu od 45 godina (Govoni et al., 2017). Sli¢an podatak za starost na
pocetku bolesti (57,7 godina) kao i nepostojanje razlike u godinama pocetka bolesti kod muskaraca
i zena, dobijen je u prethodnoj studiji iz naSe populacije (Stevic et al., 2016).

Prema literaturi, opseg starosti na pocetku bolesti kod ALS GGGGCC nosilaca ekspanzije je
veoma $irok i krece se od 25-83 godine (Cooper-Knock et al., 2012, Majounie et al., 2012b, Mok et
al., 2012b, Stewart et al., 2012). U nekoliko studija do sada registrovano je da ALS nosioci
ekspanzije imaju raniji poéetak bolesti u odnosu na bolesnike koji nisu nosioci (Byrne et al., 2012,
van Rheenen et al., 2012, Garcia-Redondo et al., 2013). Ipak, druge studije nisu dobile ovakve
rezultate (Umoh et al., 2016, Ratti et al., 2012, Xi et al., 2012) kao $to je slucaj i sa nas§im ALS
bolesnicima. Prosecna starost na pocetku bolesti kod ALS nosilaca ekspanzije u nasoj populaciji
iznosila je 59,29 godina dok kod bolesnika koji nisu nosioci ekspanzije bila 58,25 godina
(p=0,611). Potrebno je pomenuti da je nasa grupa bolesnika bez GGGGCC ekspanzije takode
obuhvatala bolesnike sa poznatim mutacijama u genima SOD1, ANG i FUS za koje se zna da imaju
raniji pocetak bolesti (Connolly et al., 2020) sto je moglo imati uticaja na dobijeni rezultat.

Meta analiza (Curtis et al., 2017) koja se bavila ispitivanjem razlika u prevalenciji mutacija
kod ALS i FTD bolesnika kod bolesnika razli¢itog pola, ukazuje da kod ALS nosilaca ekspanzije
postoji 16% veca prevalencija u korist Zenskog pola. S obzirom da je kod nasih ALS nosilaca
GGGGCC ekspanzije muski i zenski pol bio skoro podjednako zastupljen (51,61% i 48,39%
redom), odnos rizika nije racunat. Takode, nije pokazana ni znacajna razlika u zastupljenosti polova
kod ALS bolesnika sa i bez GGGGCC ekspanzije (p=0,707) §to odgovara postoje¢im podacima (Xi
etal., 2012, Byrne et al., 2012).

U ovoj studiji sa teritorije Srbije registrovana je veéa zastupljenost spinalne forme bolesti u
celokupnoj kohorti ALS bolesnika (79,11%) ali i kod nosilaca GGGGCC ekspanzije (77,42%).
Prema podacima iz literature, kod ALS bolesnika spinalni pocetak bolesti je zastupljen ¢ak do 82%
(Wijesekera and Leigh, 2009, Chio et al., 2009, Longinetti and Fang, 2019). Oblik pocetka bolesti
kod nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 takode govori u prilog vecoj ucestalosti spinalnog fenotipa
(Mok et al., 2012b, Byrne et al., 2012, Cooper-Knock et al., 2012). Neka od prethodnih istrazivanja
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pokazuju da je bulbarni fenotip statisticki ¢es¢i kod nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 (Ratti et al.,
2012, Rutherford et al., 2012a, Ungaro et al., 2021), medutim, u drugim istraZivanjima nije
registrovana ova znacajnost (Byrne et al., 2012, Cooper-Knock et al., 2012, Garcia-Redondo et al.,
2013) kao ni u ovoj studiji (p=0,738).

Kod bulbarnog oblika ALS-a zapaZeno je da bolest pocinje kasnije u odnosu na spinalni i do
10,5 godina (Pinto and de Carvalho, 2017, Turgut et al., 2019). U skladu sa ovim podacima, u ovom
istrazivanju ALS bolesnici sa spinalnim pocetkom su imali 6 godina raniji pocetak bolesti
(p<0,0001).

Na osnovu podataka iz literature kod nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 sa spinalnim
pocetkom, bolest pocinje ranije u proseku za dve godine (p=0,02) u odnosu na nosioce ekspanzije
sa bulbarnim poc¢etkom (Murphy et al., 2017). U nasoj kohorti bolesnici sa spinalnom formom imali
su kasniji pocetak bolesti u odnosu na bolesnike sa bulbarnom formom, ali ta razlika nije dostigla
statisticku znacajnost (p=0,514). Ovakav rezultat je moguce posledica malog broja analiziranih
bolesnika sa ekspanzijom u nasoj kohorti.

Vec dugi niz godina unazad postoje podaci o klini¢koj povezanosti ALS-a i FTD-a (Hudson,
1981, Cavalleri and De Renzi, 1994, Lomen-Hoerth et al., 2002), gde pored klini¢kih dolazi do
preklapanja i neuropatoloskih karakteristika (Lillo and Hodges, 2009). U analiziranoj kohorti u
nasem istrazivanju komorbiditet sa FTD registrovan je kod ukupno 4,44% ALS bolesnika. Kod
nosilaca ekspanzije dokumentovana je veca ucestalost komorbiditeta sa FTD-om u odnosu na
bolesnike bez ekspanzije (16,13% vs 3,41%, redom p=0,001), §to je podrzano podacima iz literature
(Byrne et al., 2012, Garcia-Redondo et al., 2013, Umoh et al., 2016, Laaksovirta et al., 2022).
Takode, prisustvo blagog kognitivnog poremecaja u egzekutivnom domenu dokumentovano je kod
skoro polovine bolesnika sa ekspanzijom. Ukupno gledano, kognitivni poremecaj kod nosilaca
ekspanzije u ALS kohorti imalo je 61,29% bolesnika i ovako visok procenat kognitivnih
poremecaja u saglasnosti je sa postoje¢im podacima (Byrne et al., 2012).

Distribucija u€estalosti veli¢ina normalnih alela gena C90rf72 u nasoj ALS kohorti pokazuje
da je najvecu ucestalost imao alel sa 2 ponovka, a zatim aleli sa 5 i 8 ponovaka. Ovakva distribucija
ucestalosti veli¢ina C9orf72 alela prisutna je kod ALS bolesnika i u drugom istrazivanju
(Rutherford et al., 2012b). Svi ALS bolesnici iz nase studije kod kojih je registrovano prisustvo
ekspanzije bili su heterozigotni nosioci. Homozigotni nosioci ekspanzije su veoma retki i prema
dosadasnjim podacima u literaturi su opisana dva homozigotna nosioca ekspanzije, oba sa
dijagnozom FTDzALS (Fratta et al., 2013, Ramos et al., 2020), kao i jedan sloZeni heterozigotni
nosilac ekspanzije sa razliCitom veli¢inom ekspandovanih ponovaka na alelima, takode sa
dijagnozom FTD (Cooper-Knock et al., 2013).

Dodatno, kod jednog ALS nosioca ekspanzije u genu C9orf72 registrovane su i dve
nesinonimne varijante u heterozigotnom statusu u genima ANG i FUS, sto je opisano u prethodnoj
studiji iz naSe kohorte (Marjanovic et al., 2017). Bolesnik nosilac mutacije u ova tri gena imao je
pocetak bolesti u 73 godine u vidu spinalne forme i prisustva egzekutivne disfunkcije u
neuropsiholoskom nalazu. U porodi¢noj anamnezi, bolest je bila prisutna kod nekoliko ¢lanova
porodice. Medutim, prema nasim saznanjima, krv obolelih srodnika nije bila dostupna za geneticke
analize. Prisustvo mutacija u vise od jednog gena koji se vezuju za ALS vec je ranije
dokumentovano u literaturi (van Blitterswijk et al., 2012, Kriger et al., 2016). Varijanta p.K171 u
genu ANG je varijanta koja postoji u bazama podataka ClinVar (Landrum et al., 2018)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), LOVD (Fokkema et al., 2011) (https://www.lovd.nl/) i
HGMD (Stenson et al., 2003) (https://www.hgmd.cf.ac.uk) sa razliitim interpretacijama
patogenosti: od verovatno benigne do verovatno patogene varijante. Na osnovu rezultata dobijenih
putem funkcionalnih eseja, ova varijanta je jedna od varijanti u genu ANG koje dovode do potpunog
gubitka funkcije proteina (Wu et al., 2007). Takode, pokazana je smanjena neuroprotektivna
aktivnost prilikom izlaganja hipoksiji, Sto dalje govori u prilog mehanizmu gubitka funkcije
(Sebastia et al., 2009). Prema dosada$njim podacima, ova varijanta u genu ANG je zabeleZena kod
bolesnika zajedno sa mutacijama u genima FUS i TARDBP, ali i u 2/1582 kontrole (van Blitterswijk
et al.,, 2012). Druga varijanta u genu FUS: p.H517P registrovana je u japanskoj studiji FALS
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bolesnika (Suzuki et al., 2010). Varijanta je prisutna u bazama podataka LOVD i HGMD, dok su u
ClinVar bazi na datoj proteinskoj poziciji opisane druge aminokiselinske promene sa razli¢itim
tumacenjem patogenog efekta: od varijante nejasnog znacaja do patogene varijante. Prema nasim
saznanjima, u literaturi ne postoji podaci funkcionalnih analiza za varijantu H517P. U genu FUS
opisano je preko 50 razli¢itih varijanti koje se vezuju za ALS, dok su kod bolesnika sa klinickom
slikom FTLD, FUS mutacije retke (Deng et al., 2014). U studiji koja je registrovala K171 varijantu
kod 10 ¢lanova porodice zabeleZen je raniji pocetak bolesti pre 50 godine Zivota, osim kod jednog
nosioca varijante starosti 75 godina, ali bez znakova ALS-a (van Es et al., 2009a). Takode, nosioci
varijanti u FUS genu iz japanske studije, medu kojima je i varijanta H517P, imali su rani pocetak
bolesti oko 30 godine Zivota, pri ¢emu su uglavnom bili zahvaceni donji motorni neuroni (Suzuki et
al., 2010) kao i kod naSeg bolesnika. Sa druge strane, na$ bolesnik je prve simptome bolesti ispoljio
tek u 73 godine zivota. van Es i saradnici su kod jednog nosioca K171 opisali prisustvo simptoma
karakteristi¢nih za FTD (van Es et al., 2009a), dok je kod naseg bolesnika neuropsiholoski nalaz
ukazivao na prisustvo egzekutivne disfunkcije. Posmatraju¢i gen C9orf72, opseg pocetka bolesti
nosilaca ekspanzije je veoma $irok (Cooper-Knock et al., 2012, Majounie et al., 2012b, Mok et al.,
2012b, Stewart et al., 2012) i skoro potpuna penetrantnost je dostignuta sa 80 godina zivota
(Majounie et al., 2012b). Takode, kognitivne tegobe kod nosilaca ekspanzije zastupljene Su U
visokom procentu (Byrne et al., 2012). Imajuc¢i u vidu gore navedeno i Cinjenicu da je ALS
multifaktorijalno oboljenje sa pokazanom oligogenom etiologijom (van Blitterswijk et al., 2012), ne
mozemo sa sigurno$¢u da tvrdimo koja od navedenih promena u ovim genima ima Kljucan
patognomonicni efekat kod ovog bolesnika. Mogucée je da patoloska ekspanzija u genu C9orf72
dovodi do kasnijeg ispoljavanja klinicke slike kod naSeg bolesnika, dok navedene varijante u
genima ANG i FUS imaju manji klini¢ki doprinos. Svakako, ovaj rezultat oporavdava ukljucivanje
bolesnika sa drugim ALS mutacijama u nasu studiju.

Glavno ogranicenje ove studije predstavlja relativno mala veli¢ina analizirane kohorte kao i
odredena nepreciznost podataka o porodi¢noj anamnezi kod bolesnika kod kojih je zabelezeno
odsustvo pozitivne porodi¢ne anamneze. Usled nedostaju¢e medicinske dokumentacije porodi¢na
anamneza nije uzimana u obzir ukoliko dijagnoze nisu bile potvrdene. Takode, Southern blot
metodom nismo uspeli da dobijemo izuzetno velike alele ekspandovanih ponovaka kao §to je
registrovano u drugim studijama. Opseg zabelezenih ekspandovanih ponovaka u ovoj studiji kretao
se od 32-706 ponovaka.

Rezultati naSeg istrazivanja naglasavaju znacaj genetickog testiranja na prisustvo ekspanzije
u genu C9orf72 kod svih bolesnika sa dijagnozom ALS-a u naSoj populaciji, posebno ukoliko je
prisutan FTD i egzekutivna disfunkcija.

5.1.2 Klini¢ko-geneti¢ke karakteristike bolesnika sa bolesti slicnoj Hantingtonovoj bolesti i
atipicnim parkinsonizmima (multipla sistemska atrofija i progresivna supranuklearna
paraliza)

U ovom istrazivanju je obuhvaéeno 80 bolesnika sa fenokopijom HB kod kojih nije
detektovano prisustvo ekspanzija u genu C9orf72. Jedan od moguéih razloga za ovakav rezultat, §to
istovremeno predstavlja i ograniCenje ove studije, jeste relativno mala kohorta analiziranih
bolesnika. Sa druge strane, primenjeni su i striktni kriterijumi za postavljanje dijagnoze fenokopije
HB (Kostic et al., 2014). Odsustvo ekspanzija u genu C90rf72 kod HB sli¢nih bolesnika prijavljeno
je i u drugim populacijama: Francuska (Mariani et al., 2016), Juzna Afrika (Baine et al., 2018),
Indija (Kaur et al., 2020), pri ¢emu je broj testiranih bolesnika u datim kohortama isto bio relativno
mali i nije prelazio 100. Takode, prisustvo GGGGCC ekspanzije kod HB sli¢nih bolesnika nije
registrovano ni u Latinskoj Americi (Walker et al., 2018). Prethodno istrazivanje prisustva
ekspanzija u genu C9orf72 kod HB sli¢nih bolesnika u naSoj populaciji pokazalo je prisutvo jedne
bolesnice koja je bio nosilac GGGGCC ekspanzije (Kostic et al., 2014). Ova bolesnica je ukljucena
i u nasu studiju (Bolesnik 9, Poglavlje 4.2.2.2). Klinicka slika bolesnice je inicijalno poc¢ela kao HB
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fenokopija sa nevoljnim pokretima, problemima sa govorom i prisustvom oromandibularnih
diskinezija, da bi vremenom doslo do pogorsanja klini¢ke slike i kognitivnog pada sa razvojem
klinicke slike FTD.

Kod bolesnika sa HB sli¢cnom bolesti na teritoriji Srbije najvecu ucestalost imao je alel sa 2
ponovka, dok je najveci broj registrovanih ponovaka bio 14. Posle alela sa 2 ponovka najvecu
ucestalost u kohorti imali su aleli sa 8 i 5 ponovka redom, §to odgovara dostupnim podacima za
ucestalost alela sa navedenim veli¢inama ponovaka, pri ¢emu je u drugoj studiji ucestalost alela sa 5
ponovaka nesto veca od alela sa 8 ponovaka (Ida et al., 2018).

Na osnovu predlozenog algoritma za testiranje bolesnika kod kojih je isklju¢eno prisustvo
CAG ekspanzije u genu HTT, analiza na prisustvo GGGGCC ekspanzija u genu C9orf72 predstavlja
prvi slede¢i korak u analizi fenokopija HB (Hensman Moss et al., 2014). Na osnovu dobijenih
rezultata iz naSeg istrazivanja, geneticko testiranje kod ovih bolesnika je potrebno sprovoditi u
prisustvu pozitivne porodi¢ne anamneze i verifikovanog prisustva ekspanzije u porodici.

U ovoj studiji takode je istrazivano mogucée prisustvo ekspanzija u genu C9orf72 kod
bolesnika kojima je postavljena klinicka dijagnoza MSA i PSP koje nije uoceno, te distribucija
veli¢ina normalnih C9orf72 alela.

Broj ponovaka u okviru normalnih alela u nasoj studiji nije prelazio 14 kod MSA bolesnika i
17 u grupi PSP bolesnika. Ovi rezultati su u skladu sa objavljenim podacima iz literature gde je
distrubucija normalnih ponovaka u rangu 2-14 kod MSA (Akimoto et al., 2013, Chen et al., 2016a)
i 2-18 kod PSP bolesnika (Akimoto et al., 2013, Ticozzi et al., 2014). Dalje, za alele u normalnom
opsegu veli¢ina do 20 ponovaka, podaci iz literature pokazuju da 92,3% bolesnika ima manje od 10
ponovaka (Akimoto et al., 2013). Sli¢no podacima iz literature, u nasim analiziranim kohortama
MSA i PSP bolesnika 91,45% alela imalo je do 10 ponovaka.

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da su kod MSA bolesnika ekspanzije GGGGCC ponovaka
detektovane u prisustvu pozitivne porodi¢ne anamneze na ALS (Goldman et al., 2014, Lindquist et
al., 2013). Sa druge strane, nekoliko studija na kohortama americkih, evropskih (Scholz et al., 2015,
Schottlaender et al., 2015), kineskih (Chen et al., 2016a, Sun et al., 2015) i tajvanskih (Hsiao et al.,
2014) MSA bolesnika, nisu pokazale povezanost izmedu ekspanzija u genu C9orf72 i MSA.

U kohortama PSP bolesnika nekoliko studija je prijavilo veli¢ine C9orf72 ponovaka u
patoloskom opsegu: 0,8-8,33% (Lesage et al., 2013, Origone et al., 2013) od ukupnog broja
testiranih bolesnika i 5,9-7% medu bolesnicima sa pozitivnom porodi¢cnom anamnezom (Lesage et
al., 2013, Le Ber et al., 2013). Ipak potrebno je naglasiti da je broj PSP bolesnika ukljucen u ove
studije varijabilan 1 da je istrazivanje sa najvecom prijavljenom frekvencom nosilaca ekspanzije
(8,33%) obuhvatalo samo 12 bolesnika, odnosno registrovan je samo 1 bolesnik nosilac ekspanzija
u genu C9orf72 (Origone et al., 2013). Nekoliko drugih studija nije detektovalo prisustvo
ekspanzija u genu C9orf72 kod PSP bolesnika (Ogaki et al., 2013, Schottlaender et al., 2015,
Galimberti et al., 2013, Yeh et al., 2013).

Tako je do sada nekoliko slucajeva registrovano sa GGGGCC ekspanzijom u genu C9orf72 u
PB (Lesage et al., 2013), kortikobazalnom sindromu (Schottlaender et al., 2015), PSP (Le Ber et al.,
2013, Lesage et al., 2013, Origone et al., 2013, Wilke et al., 2016) i demenciji Lewijevih tela
(Snowden et al., 2012a), generalno ne postoji dovoljno dokaza da bi se GGGGCC ekspanzije
oznacile kao uzrocnici PB ili atipiénog parkinsonizma (pregled dat u (Bourinaris and Houlden,
2018)). Ipak, iako su analizirane MSA i PSP kohorte u ovoj studiji relativno skromne veli¢ine i ne
mogu se doneti generalni zakljucci o ulozi ekspandovanih alela u MSA i PSP, dalja istraZivanja i
meta analize mogu pomoc¢i u rasvetljavanju ovih pitanja.

Tako, i na osnovu rezultata naseg istrazivanja moze se zakljuciti da ekspanzije u genu
C90rf72 ne predstavljaju geneti¢ki uzrok atipi¢nog parkinsonizma u populaciji Srbije. Sa druge
strane, testiranje je potrebno sprovoditi ukoliko postoji pozitivha porodicna anamneza za ALS i
FTD kao i ve¢ prisustna ekspanzija u genu C9orf72 u porodici.
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5.1.3 Klini¢ko-geneticke korelacije velicine GGGGCC ponovaka u bolestima sa
predominantno motornim poremecajima

Studije korelacije veli¢ine GGGGCC ponovaka u razli¢itim tkivima i odredenih klini¢kih
parametara kod ALS i FTD bolesnika daju podatke o postojanju pozitivne, negativne kao i 0
odsustvu korelacije (Van Mossevelde et al., 2017a). Medu ALS bolesnicima koji nisu bili nosioci
ekspanzije u genu C9orf72 u ovoj studiji nije registrovana znacajna korelacija veli¢ine ponovaka sa
godinama bolesnika na pocetku bolesti kao $to je ranije zabelezeno u literaturi (Rutherford et al.,
2012b), sa napomenom da su u ovoj studiji iz nase populacije normalnim alelima smatrane veli¢ine
do 19 ponovaka.

Prema dosadasnjim podacima iz literature kada govorimo o veli¢ini normalnih alela i
njihovoj asocijaciji sa rizikom za nastanak ALS-a, ta povezanost nije uocena S obzirom da nisu
zabeleZene razlike u duzini neekspandovanih alela kod bolesnika i kontrola (Garcia-Redondo et al.,
2013). Poredenjem duzeg alela kod SALS bolesnika i kontrola takode nije uoCena znacajna razlika
u distribuciji alela, niti je najveci broj ponovaka kod bolesnika bez ekspanzije u korelaciji sa
godinama pocetka bolesti, oblikom pocetka bolesti ili trajanjem bolesti (Harms et al., 2013b). U
belgijskoj kohorti SALS bolesnika bez ekspanzije nije registrovana korelacija u veli¢ini kraceg,
duzeg kao ni zbira oba alela sa godinama bolesnika na pocetku bolesti ili prezivljavanjem bolesnika
(Debray et al., 2013). Sto se ti¢e veli¢ine normalnog alela kod nosilaca ekspanzije, ne postoji
korelacija neekspandovanog alela sa godinama na pocetku bolesti, prezivljavanjem niti oblikom
pocetka bolesti kod SALS bolesnika (Debray et al., 2013).

Kod nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 u ovoj studiji takode nije uo¢ena korelacija veli¢ine
ponovaka sa godinama bolesnika na pocetku bolesti, niti je uofena znacajna razlika u veli¢ini
ponovaka u odnosu na spinalni i bulbarni pocetak bolesti, §to je u saglasnosti sa postojeéim
podacima iz literature (Dols-Icardo et al., 2014, Chen et al., 2016b). Pozitivna korelacija veli¢ine
ekspandovanih ponovaka i godina pocetka bolesti uocena je u nekim studijama (Hubers et al., 2014,
Cammack et al., 2019), kao i u studiji koja je obuhvatila bolesnike nosioce ekspanzija u genu
C9orf72 iz nekoliko neurodegenerativnih oboljenja (Beck et al., 2013). Medutim, u jednoj od
studija ta korelacija gubi znacajnost kada se iskljuci iz analize ispitanik sa minimalnim brojem
ponovaka kod koga je bolest pocela sa 27 godina (Hubers et al., 2014). Fournier i saradnici u svojoj
studiji, na velikom broju nosilaca ekspanzija u genu C9orf72 (simptomatski i asimptomatski
nosioci) registruju pozitivnu korelaciju veli¢ine ponovaka sa godinama bolesnika na pocetku
bolesti, ali sugeriSu da je dobijeni rezultat uglavnom voden pozitivnom korelacijom veli¢ine
ponovaka sa staro$¢u u trenutku uzorkovanja krvi (Fournier et al., 2019). Rezultati najnovije studije
pokazuju da kod nosilaca ekspanzije, kod kojih je na kratem alelu registrovano prisustvo
intermedijerne veli¢ine ponovaka (granica >17), ne postoji znacajna asocijacija sa preZivljavanjem
ili staroS¢u bolesnika na pocetku bolesti (Laaksovirta et al., 2022).

Asocijacija veli¢ine ponovaka i porodi¢ne anamneze kod bolesnika bez ekspanzije, u ovoj
studiji pokazala je da je veca vrednost medijane manjeg alela u grupi bolesnika koji su imali
pozitivnu porodiénu anamnezu na ALS, demencije ili oba. Dodatno, suprotno ranijoj studiji kod
koje nije registrovana korelacija sa porodi¢nom anamnezom (Dols-Icardo et al., 2014), kod
bolesnika sa ekspanzijom uocena je statisticki znacajna razlika u veli¢ini najveée registrovane
vrednosti ekspanzije u slucajevima sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom na ALS. Uzimajuéi u
obzir relativno skromnu veli¢inu ispitivane kohorte u ovoj studiji, ukljucujuéi ¢injenicu da su samo
3 bolesnika sa ekspanzijom u genu C9o0rf72 imala pozitivnu porodiénu anamnezu na ALS, kao i
ogranic¢enje primenjene Southern blot metodologije, trebalo bi uspostaviti senzitivniju Southern blot
metodologiju, a dobijene rezultate ispitati na ve¢em broju uzoraka.

U ovoj studiji velicina normalnog alela ispod 20 ponovaka nije korelisala sa staro$¢u na
pocetku bolesti kod bolesnika sa boles¢u sli¢noj Hantingtonovoj bolesti. Takode, u ovoj studiji nije
pokazana asocijacija veli¢ine ponovaka sa porodicnom anamnezom kod naSih bolesnika sa
fenokopijom HB. Studije korelacije ponovaka normalne veli¢ine sa odredenim klinicko-
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demografskim parametrima kod HB sli¢nih bolesnika prema trenutnim Saznanjima nisu prikazane u
literaturi. Kod HB sli¢nih bolesnika kod kojih je registrovano prisustvo ekspanzije u genu C9orf72,
u jednoj studiji je zabelezeno da ne postoji znacajna asocijacija veli¢ine ekspandovanih ponovaka sa
godinama na pocetku bolesti (Hensman Moss et al., 2014).

U naSim kohortama MSA i1 PSP bolesnika veli¢ina normalnih ponovaka nije korelisala sa
staro$¢u bolesnika na pocetku bolesti. Podaci o korelaciji izmedu broja ponovaka i odredenih
klini¢kih parametara kod MSA i1 PSP bolesnika nisu brojni. Dve studije na kineskim bolesnicima
nisu pronasle znaCajnu povezanost veliCine ponovaka i1 starosti na pocetku bolesti kod MSA
bolesnika (Sun et al., 2015, Chen et al., 2016a). Takode, nepostojanje povezanosti starosti na
pocetku bolesti sa ponovcima veli¢ine ispod 30 prijavljeno je u studijama koje su ukljucivale
bolesnike sa PB, esencijalnim tremorom, sindromom nemirnih nogu (Dejesus-Hernandez et al.,
2013), FTD, ALS, i ALS/FTD zajedno, zaklju¢uju¢i da ne postoji uticaj neekspandovanih alela na
starost na pocetku bolesti ili fenotip oboljenja (Rutherford et al., 2012b). U nasoj PSP grupi zbir
ponovaka na oba alela bio je ve¢i kod bolesnika sa pozitivnom porodiénom anamnezom, ali
uzimaju¢i u obzir relativno malu veli¢inu kohorte ove rezultate treba intrepretirati sa oprezom i
uraditi dodatne analize na ve¢em broju uzoraka.

5.2 Bolesti sa  predominantno kognitivno-bihejvioralnim
poremecajima

5.2.1 Klini¢ko-geneticke karakteristike bolesnika sa frontotemporalnom demencijom

U ovom istrazivanju na teritoriji Srbije od 129 testiranih bolesnika sa dijagnozom FTD-a,
prisustvo ekspanzije registrovano je kod 6,98%. Kod bolesnika sa pozitivnom porodicnom
anamnezom, ekspanzija u genu C9orf72 registrovana je kod 13,46% bolesnika, a 2,60% kod
sporadi¢nih slu¢ajeva FTD-a koji su imali kategoriju 4 prema Goldman skoru. Sli¢ni podaci 0
sveukupnoj ucestalosti GGGGCC ekspanzija oko 6% dobijeni su u populaciji Italije i Portugala
(6,09 i 6,62%, redom) dok je najmanja ucestalost od 4,82% zabelezena u populaciji Nemacke (van
der Zee et al., 2013). U pojedinacnim populacijama kod sporadi¢nih slucajeva FTD-a, uéestalost
ekspanzije registrovana je i ispod 3% (Simon-Sanchez et al., 2012, Boeve et al., 2012). Prema
podatku iz pregleda literature iz 2019. godine zastupljenost ekspanzija u genu C9orf72 kod
familijarnog oblika FTD-a iznosi ¢ak 20%, dok je za sporadi¢ni oblik 6-8% (Marogianni et al.,
2019). Ucestalosti ekspanzija uocene kod familijarnih i sporadi¢nih slucajeva FTD-a iz naSe
populacije su manje, $to se moze objasniti relativno malom veli¢inom ispitivane kohorte usled
samog dizajna ove studije gde su bolesnici sa ranim poc¢etkom bolesti ¢inili 86% nasSe kohorte. Na
taj nacin je isklju¢ena mogucnost detekcije ekspanzija kod odredenog broja bolesnika sa kasnim
pocetkom bolesti koji nisu ukljuceni u studiju. Kod nosilaca ekspanzije u nasoj studiji prisustvo
pozitivne porodi¢ne anamneze znatno je CeSce registrovano nego kod bolesnika bez ekspanzije
(p=0,018), sto odgovara ranije objavljenim podacima (Snowden et al., 2012b, Xi et al., 2012).

Prosecna starost bolesnika na pocetku bolesti u nasoj FTD kohorti iznosila je 57,13 godina
sa opsegom 36-78 godina pri ¢emu je 40,31% bolesnika imalo pozitivhu porodi¢nu anamnezu.
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa postoje¢im podacima iz literature gde je pocetak bolesti kod
FTD bolesnika obi¢no u srednjem zivotnom dobu od 45-65 godina Zivota sa veoma Sirokim
opsegom od 21-85 godina i prisustvom pozitivne porodi¢ne anamneze kod 40-50% bolesnika
(Snowden et al., 2002, Neary et al., 2005).

U okviru FTD kohorte nosilaca ekspanzije, u nasoj populaciji prosecna starost bolesnika na
pocetku bolesti iznosi 50,56+8,25 godina 1 niza je od do sada registrovane prosecne vrednosti od
57,5 godina (Majounie et al., 2012b), sto se moze pripisati selektivnosti nase studije, odnosno
preteZznim ukljucivanjem bolesnika sa ranim pocetkom bolesti. Najmladi bolesnik nosilac
ekspanzije iz naSe kohorte imao je 36 a najstariji 64 godine prilikom pojave prvih simptoma bolesti,
Sto je u saglasnosti sa literaturnim opsegom od 30-76,3 godine (Majounie et al., 2012b, Gijselinck
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et al., 2012, Van Langenhove et al., 2013, Simon-Sanchez et al., 2012). Zenski pol bio je zastupljen
sa 55,56%, a cak kod 77,78% bolesnika sa ekspanzijom registrovali smo prisustvo pozitivne
porodi¢ne anamneze prema Goldman skoru. Medu nosiocima ekspanzije nije zabeleZena znacajna
razlika u starosti na pocetku bolesti u odnosu na pol. Takode, u naSoj studiji nije postojala razlika u
zastupljenosti muskog i zenskog pola kod bolesnika sa i bez ekspanzije u genu C9orf72 (p=0,416),
Sto je pokazano i u drugim studijama (Snowden et al., 2012b, Xi et al., 2012) kao ni kod bolesnika
sa bvFTD (Devenney et al., 2014).

U naSoj kohorti, nosioci ekspanzije sa FTD dijagnozom imali su 7 godina raniji poc¢etak
bolesti od bolesnika koji nisu imali ekspanziju (p=0,007). Raniji pocetak bolesti kod nosilaca
ekspanzije u odnosu na bolesnike bez ekspanzije registrovan je i u drugim studijama (Gijselinck et
al., 2012, Van Langenhove et al., 2013, Xi et al., 2012, Gomez-Tortosa et al., 2016), dok sa druge
strane kod nekih ova razlika nije uocena (Snowden et al., 2012b) kao i kada su zasebno analizirani
bolesnici sa bvFTD (Devenney et al., 2014).

U ispitivanoj kohorti FTD bolesnika registrovano je prisustvo parkinsonizma, PSP,
epilepsije, mioklonusa kao i horeje. Pored klasi¢ne klinicke slike, FTD se u okviru preklapajuceg
sindroma moze ispoljiti zajedno sa drugim neurodegenerativnim oboljenjima kao §to su BMN, PSP,
KBD (Seelaar et al., 2007, Kertesz and McMonagle, 2011, Baizabal-Carvallo and Jankovic, 2016).
Kod bvFTD oko 23% bolesnika ima znake parkinsonizma od kojih je bradikinezija najces¢i klinicki
simptom prisutan kod 76,5% bolesnika, dok je najmanje zastupljen tremor sa 29,4% (Padovani et
al., 2007).

Medu bolesnicima sa ekspanzijom u nasoj FTD kohorti bihejvioralna varijanta je
registrovana kod 77,78% bolesnika. Navedeno nije iznenadenje jer, Klinicki posmatrano,
bihejvioralna varijanta FTD u odnosu na druge FTD podtipove predstavlja najé¢eséi klini¢ki fenotip
kod nosilaca ekspanzije (Dobson-Stone et al., 2012, Van Langenhove et al., 2013, Simon-Sanchez
et al., 2012, Boeve et al., 2012, Devenney et al., 2014, Majounie et al., 2012b). Pored bvFTD
fenotipa, nosioci ekspanzije mogu ispoljavati i klinicki fenotip PNFA kao i semanti¢ke demencije,
ali u manjem procentu (8,9% i 5,6%, redom) (Majounie et al., 2012b). Takode, registrovani su i
nosioci ekspanzije sa klinickim fenotipom preklapajuceg sindroma FTD/PSP (Mehrabian et al.,
2018).

Klini¢ka slika FTD kod 5-10% slucajeva moze obuhvatati simptome ALS-a i ovaj procenat
se kre¢e ¢ak do oko 50%, gde se mogu registrovati subklinicki znaci degeneracije motornog
neurona (Ferrari et al., 2011), dok se dijagnoza definitivne ALS moze se postaviti kod 14 % FTD
bolesnika (Lomen-Hoerth et al., 2002). U naSoj studiji zastupljenost ALS-a na nivou ¢itave kohorte
je nesto niza i iznosila je 4%, dok je kod bolesnika koji su bili nosioci ekspanzije bila 22%, sli¢no
ranije dobijenim podacima (Dobson-Stone et al.,, 2012). Od 5 bolesnika sa registrovanim
prisustvom ALS-a u nasoj kohorti, 2 bolesnika (40%) su bila nosioci ekspanzije u genu C9orf72. U
studiji smo pokazali da nosioci ekspanzije u genu C90rf72 imaju znacajno cesce prisustvo ALS-a u
odnosu na bolesnike koji nisu nosioci ekspanzije (p=0,003). Imajué¢i u vidu da su inicijalna
istrazivanja koja su dovela do otkri¢a ekspanzije ponovaka u genu C9orf72 obuhvatala i bolesnike
kod kojih je postojalo klini¢ko preklapanje FTD/ALS (Renton et al., 2011, DeJesus-Hernandez et
al., 2011), kao i ¢injenicu da je ova ekspanzija prisutna kod tre¢ine bolesnika sa preklapaju¢im
fenotipom (Marogianni et al., 2019), nije neo¢ekivano da kod FTD bolesnika sa ekspanzijom
postoji veca prevalencija bolesnika sa ALS u odnosu na bolesnike bez ekspanzije (Snowden et al.,
2012b, Xi et al., 2012).

Medu bolesnicima nosiocima ekspanzije, pored bihejvioralnih izmena, u ovom istrazivanju
je registrovano i prisustvo halucinacija, apatije, gubitka empatije, agitacije, promena u ishrani,
narusene posturalnosti i posturalnog tremora, ataksije, hipomimije, apraksije, poremecaje govora,
problema sa imenovanjem, teSkoe sa prepoznavanjem osoba, egzekutivnih problema,
oromandibularnih diskinezija, simptoma bolesti motornog neurona, motornih stereotipija i nevoljnih
pokreta. Prisustvo horeje, odnosno nevoljnih pokreta, u klinickoj slici vezuje se za dijagnozu
Hantingtonove bolesti (Govert and Schneider, 2013) i bolesnik 9 iz naSe kohorte nosilaca
ekspanzije (Poglavlje 4.2.2.2) inicijalno je prikazan kao bolesnik sa dijagnozom bolesti sli¢noj
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Hantingtonovoj bolesti (Kostic et al., 2014). Medutim, kao §to je ve¢ navedeno, kod bolesnice
postepeno dolazi do pogorsanja klinicke slike, kognitivnog pada i razvoja simptoma FTD. U
literaturi, prisustvo motornih poremecaja kao §to su tremor, parkinsonizam, mioklonus, distonija,
horeja i ataksija prisutni su kod 42,5% nosilaca ekspanzije, dok kod 35,29% nosilaca, motorni
poremecaji predstavljaju inicijalni klinicki simptom (Estevez-Fraga et al., 2021). Kod preostalih
64,70% nosilaca ekspanzije sa motornim poremecajem, 72,73% prezentovani su kognitivnim
simptomima od kojih 87,5% ima FTD koja se vremenom razvila kod ukupno 76,47% bolesnika
nosilaca ekspanzije sa motornim poremecajem sa ili bez prisustva ALS-a (Estevez-Fraga et al.,
2021). Kod FTD nosilaca ekspanzije pored parkinsonizma registrovani su i znaci apraksije kao i
vizuelne i auditorne halucinacije (Simon-Sanchez et al., 2012). U okviru bvFTD fenotipa nosioci
ekspanzije najceSce ispoljavaju simptome apatije i dezinhibicije, dok je opsesivno-kompulsivno
ponasanje manje zastupljeno (Simon-Sanchez et al., 2012). U veoma visokom procentu (88%)
prisutna je povecana apatija kao i smanjena motivacija i inicijativa (Snowden et al., 2012b). U
literaturi, psihijatrijske tegobe prisutne su kod ¢ak 38% bolesnika sa ekspanzijom koje se
ispoljavaju kao deluzije i somatiformne psihoze ili paranoidne shizofrenije, dok je kod 75%
bolesnika prisutno ponavljajuce stereotipno ponaSanje. Prisustvo psihoza ¢ak 15 puta povecava
Sanse da je kod bolesnika prisutna ekspanzija u genu C9orf72 (Snowden et al., 2012b). Prema
dosadasnjim podacima promene u ishrani takode su veoma Ceste (44%) medutim, u odnosu na
bolesnike bez ekspanzije (70%) znatno su manje prisutne (Snowden et al., 2012b). Promene u
ishrani ispoljavaju se u obliku prejedanja i grabljenja hrane. Interesantno je da prekomerna upotreba
slatki$a u ishrani nije toliko ¢esta kod nosilaca ekspanzije i da upravo pojava preferencije za
slatkiSima 4 puta smanjuje verovatnocu prisustva ekspanzije u genu C9orf72 (Snowden et al.,
2012b). Kada govorimo o parkinsonizmu, ukoliko je prisutan, naj¢esce je u obliku bradikinezije ili
hipokinezije, zatim rigidnosti i tremora u miru (Wilke et al., 2016). Klini¢ka slika akinetickog
rigidnog sindroma bez tremora u miru razvija se skoro uvek u okviru dve godine kod bolesnika kod
kojih je prisutna bvFTD i ALS (Boeve et al., 2012). Jedna od glavnih kognitivnih promena koja je
prisutna kod vecine bolesnika sa ekspanzijom je deficit egzekutivnih funkcija. Zatim, prisutne su i
jezicke promene u obliku smanjene produkcije propozicionog govora, poteskoéa imenovanja,
fonoloskih i semantickih gresaka, a mogu se javiti i poteskoce prilikom prepoznavanja lica ili
objekata (Snowden et al., 2012b).

U okviru grupe normalnih alela u analiziranoj FTD kohorti najveéu ucestalost imao je alel sa
2 ponovka, a zatim alel sa 8 ponovaka. Najveci broj registrovanih ponovaka u okvuru ove grupe je
bio 15. Kod 27,13% bolesnika registrovani su C9orf72 aleli u homozigotnom stanju. Ovakva
ucestalost C9orf72 normalnih alela odgovara podacima iz literature (Xi et al., 2012). Svi bolesnici
nosioci ekspanzije iz nase FTD kohorte bili su heterozigoti. Kod FTD+ALS bolesnika registrovani
su i homozigotni nosioci ekspanzije, ali u vrlo malom broju (Fratta et al., 2013, Ramos et al., 2020).
Takode, registrovan je i jedan sloZen heterozigotni nosilac ekspanzije sa dijagnozom bvFTD koji je
imao 5045 na jednom alelu i >2000 ponovaka na drugom alelu (Cooper-Knock et al., 2013). Podaci
o starosti na pocetku bolesti bili su dostupni za dva bolesnika i oba su imala rani poc¢etak bolesti pre
60. godine zivota (Fratta et al., 2013, Cooper-Knock et al., 2013). Na osnovu neuropatoloskih
podataka kod homozigotnog nosioca ekspanzije, p62 pozitivne neurocitoplazmatske inkluzije
znatno su brojnije u odnosu na TDP-43 i poredenje klini¢ko-patoloskih karakteristika sa
heterozigotnim nosiocima ukazuje na prisustvo ozbiljnije patologije, ali u opsegu patologije
heterozigotnih nosilaca (Fratta et al., 2013).

Na osnovu dobijenih rezultata u naSem istrazivanju kod bolesnika sa FTD i ranim pocetkom
bolesti u nasoj populaciji potrebno je sprovoditi geneticko testiranje na prisustvo ekspanzije u genu
C9orf72.

5.2.2 Klini¢ko-geneticke karakteristike bolesnika sa atipicnom demencijom

U naSem istrazivanju analizirano je 49 bolesnika kod kojih je na osnovu klini¢kog toka 1
pratecih analiza postavljena dijagnoza atipi¢ne demencije, pri cemu je kod 81,63% bolesnika bolest
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bila ranog pocetka. Kod polovine bolesnika sa atipicnom demencijom registrovana je pozitivna
porodi¢na anamneza. Kod 2 bolesnika (4,08%) registrovano je heterozigotno prisustvo ekspanzije
GGGGCC ponovaka i oba bolesnika su imala porodi¢énu anamnezu kategorije 3 prema Goldman
skoru. Kod prve bolesnice bolest je pocela u tridesetoj godini starosti sa kognitivnim tegobama na
planu pamcenja, prisustvom agramatizma i apraksije. Kod druge bolesnice bolest je takode bila
ranog pocetka, u 59 godina Zivota, u vidu problema sa govorom da bi se postepeno javili znaci
spinocerebelarne ataksije, a zatim znaci dizartrije i disfagije. Kod obe bolesnice postojali su
evidentni znaci kognitivnog poremecaja.

Prema dosadasnjim saznanjima, klinic¢ka slika nosilaca ekspanzije u genu C9orf72 je veoma
raznolika 1 do sada su nosioci ekspanzije registrovani u nekoliko neuroloskih kao i psihijatrijskih
oboljenja (Beck et al., 2013, Bourinaris and Houlden, 2018, Marogianni et al., 2019). Takode,
ekspanzije u genu C9orf72 su registrovane i kao izolovani slucaj, sa prisustvom pozitivne porodi¢ne
anamneze na BMN, koji se manifestovao poremecajem ishrane u vidu smanjenog unosa hrane sa
ciljem gubitka telesne mase koji je trajao dugi niz godina, pri ¢emu je kod bolesnice razmatrana
dijagnoza bvFTD (Sanders et al., 2016). Simptomi ataksije koji su registrovani kod naSeg drugog
bolesnika nisu izuzetak i u literaturi su ve¢ opisani retki sluc¢ajevi ekspanzija u genu C9orf72 kod
ataksija sindroma (Corcia et al., 2016, Fogel et al., 2012), kao i kod bolesnika kod kojih ve¢ postoji
prisustvo ekspanzije CAG ponovaka u genima SCA 1, SCA 2, SCA 3, i SCA 6 (Figueroa et al.,
2018). Ipak, ekspanzija u genu C9orf72 kod ataksija nije toliko Cesta i u nekoliko studija nije
registrovana (Hsiao et al., 2014, He et al., 2016, Aydin et al., 2018). Takode, zabeleZen je slucaj
ekspanzije u genu C9orf72 kod bolesnika sa neodredenim tipom demencije i prisustvom ranih
psihijatrijskih tegoba (Aydin et al., 2018).

U kohorti bolesnika sa atipicnom demencijom u ovom istrazivanju najvecu ucestalost imao
je alel sa 2 ponovka, a zatim alel sa 5 ponovaka i kao §to je ve¢ napomenuto ranije aleli sa ovim
veli¢inama, zajedno sa alelom sa 8 ponovaka, naj¢es¢i su aleli u motornim i kognitivnim
poremecajima (Xi et al., 2012, Cacace et al., 2013, Rutherford et al., 2012b, Kohli et al., 2013,
Nuytemans et al., 2013, van der Zee et al., 2013, Abramycheva et al., 2015). Kod 1% alela
registrovan je maksimalan broj od 15 ponovaka u okviru normalnih alela.

Rezultati dobijeni u naSem istrazivanju ukazuju na potrebu genetickog testiranja na
prisustvo ekspanzija u genu C9orf72 kod bolesnika sa ranim pocetkom bolesti i atipi¢nim klini¢kim
tokom.

5.2.3 Klini¢ko-geneti¢ke karakteristike bolesnika sa blagim kognitivnhim poremecajem i
Alchajmerovom bolesti

U nas$oj studiji analizirano je 118 bolesnika sa dijagnozom BKP i nije registrovano prisustvo
ekspanzija u genu C9orf72. Analiza C9orf72 ponovaka kod BKP bolesnika do sada je uradena u
malom broju studija (Cacace et al., 2013, Sha et al., 2012, Ramos et al., 2020) tako da su dostupni
podaci ograniCeni. Prisustvo ekspanzija u genu C9orf72 nije registrovano u vecini studija BKP
(Cacace et al., 2013, Sha et al., 2012) i rezultati iz naSe studije o odsustvu ekspanzija u genu
C9orf72 kod BKP bolesnika govore u prilog postoje¢im podacima iz literature.

U pomenutom istrazivanju iz 2013. godine distribucija GGGGCC ponovaka kod bolesnika
sa BKP bila je 2-24 ponovka bez podataka o ucestalosti alela (Cacace et al., 2013). Kod BKP
bolesnika iz naSe studije, najvecu ucestalost imao je alel sa 2 ponovka, a zatim alel sa 8 ponovaka,
dok je najveci registrovani broj iznosio 14 GGGGCC ponovaka. U brojnim studijama kognitivnih 1
motornih poremecaja pokazano je da najvecu ucestalost imaju upravo aleli sa 2, 51 8 GGGGCC
ponovaka (Xi et al.,, 2012, Cacace et al., 2013, Rutherford et al., 2012b, Kohli et al., 2013,
Nuytemans et al., 2013, van der Zee et al., 2013, Abramycheva et al., 2015).

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja, moglo bi se re¢i da ekspanzija u genu C90rf72 ne
predstavlja geneticki uzrok BKP-a u populaciji Srbije. S obzirom na postojanje pozitivnih slucajeva
BKP-a sa ekspanzijom u literaturi (Ramos et al., 2020), ukoliko kod ovih bolesnika postoji
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prisustvo pozitivne porodi¢ne anamneze sa potvrdenom ekspanzijom, potrebno ih je ukljuéiti u
geneticko testiranje na prisustvo ekspanzije u genu C9orf72.

U ovoj studiji analizirano je 176 bolesnika, od kojih je preko 90% imalo AB ranog pocetka i
medu analiziranim bolesnicima nije detektovano prisustvo ekspanzija u genu C9orf72. Odsustvo
iste kod AB bolesnika registrovano je i u drugim studijama (Rollinson et al., 2012, Xi et al., 2012,
Jiao et al., 2013, Lin et al., 2014, Bonvicini et al., 2019).

Najvecu ucestalost kod AB bolesnika u ovom istrazivanju imao je alel sa 2 ponovka, a zatim
alel sa 8 ponovaka. U okviru normalnih alela najvec¢i broj registrovanih ponovaka je bio 16. U
dosadasnjim studijama u okviru normalnih alela registrovane su sve velicine GGGGCC ponovaka
kod AB bolesnika, kao i ponovci u okviru intermedijerne grupe alela (Cacace et al., 2013, Kohli et
al., 2013, Rollinson et al., 2012, Xi et al., 2012).

Na osnovu rezultata iz ovog istrazivanja ekspanzija u genu C9orf72 ne predstavlja genetic¢ki
uzrok bolesnika sa AB u populaciji Srbije.

5.2.4 Klini¢ko-geneticke Kkorelacije veli¢ine GGGGCC ponovaka u bolestima sa
predominantno kognitivno-bihejvioralnim poremecajima

U ovom istrazivanju sprovedenom na BKP bolesnicima iz nase populacije nije pokazana
korelacija velic¢ine normalnih alela sa godinama bolesnika na pocetku bolesti. Znacajna asocijacija
veli¢ine ponovaka sa porodi¢nom anamnezom takode nije uocena. Odsustvo korelacije velicine
normalnih ponovaka godinama na pocetku bolesti, kao i odsustvo asocijacije sa porodi¢nom
anamnezom registrovano je i u kohortama nasih bolesnika sa AB i atipi¢cnom demencijom. Takode,
kod FTD bolesnika sa i bez ekspanzije u genu C90rf72 nije uoena povezanost sa porodi¢nom
anamnezom.

U malom broju studija koje se bave analizom C9orf72 kod BKP bolesnika ne postoje podaci
0 korelaciji veli¢ine ponovaka sa klinickim parametrima (Cacace et al., 2013, Sha et al., 2012,
Ramos et al., 2020). U istrazivanju koje je obuhvatilo veliku kohortu od 1735 bolesnika sa FTD,
ALS i ALS/FTD kao i 1444 kontrolna uzorka, nije zapaZena znacajna povezanost izmedu veli¢ina
normalnih alela i fenotipa bolesnika, kao ni asocijacija sa godinama pocetka bolesti kod bolesnika
koji nisu nosioci ekspanzije kao ni kod nosilaca (Rutherford et al., 2012b). Treba napomenuti da su
autori u navedenoj studiji normalnom veli¢inom alela smatrali ponovke <30 pri ¢emu je najveci
broj registrovanih ponovaka kod bolesnika koji nisu nosioci ekspanzije bio 25 (kod kontrola 23),
dok je kod nosilaca ekspanzije normalan alel sa 17 ponovaka bio najveci registrovan. Kod FTD
bolesnika kod kojih nije registrovano prisustvo ekspanzije, maksimalna vrednost duZine ponovaka,
kao i srednja vrednost, ne korelisu sa staro$¢u na pocetku bolesti niti sa polom bolesnika (Dobson-
Stone et al., 2013).

U ovoj studiji kod FTD bolesnika bez prisustva ekspanzije u genu C9orf72 uocena je
negativna korelacija veli¢ine veceg alela 1 razlike u veli¢ini ponovaka na oba alela sa godinama
bolesnika na pocetku bolesti. Dobijeni rezultat iz ove studije nije u saglasnosti sa dosadasnjim
podacima gde nije uocena korelacija veli¢ine ponovaka sa godinama na pocetku bolesti kod
bolesnika koji nisu nosioci ekspanzije u genu C9orf72 (Dobson-Stone et al., 2013, Rutherford et al.,
2012b). Obe navedene studije obuhvatale su veci broj analiziranih bolesnika u odnosu na ovu
studiju, dok su u studiji Rutherford i saradnika, bili ukljuceni i bolesnici sa ALS i ALS/FTD u
ukupan broj analiziranih bolesnika. Takode, pristup analizi korelacije veli¢ine ponovaka se
razlikuje, jer je u navednim studijama uglavnom kori$¢ena srednja i najve¢a vrednost veliine
ponovaka ili kategorijska vrednost, dok je na$ pristup bio detaljniji obuhvatajué¢i analizu Cetiri
varijable veli¢ine ponovaka. Svakako, analiza na mnogo ve¢em broju FTD bolesnika je neophodna
da bi se potvrdili rezultati dobijeni u naSem istraZivanju.

U kohorti FTD nosilaca ekspanzije nije registrovana korelacija veli¢ine ponovaka sa
godinama bolesnika na pocetku bolesti, $to je u saglasnosti sa dostupnim podacima (van
Blitterswijk et al., 2013, Dols-Icardo et al., 2014, Dobson-Stone et al., 2013). U literaturi je
zabelezena pozitivna korelacija veli¢ine ekspandovanih ponovaka u frontalnom korteksu FTD
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bolesnika sa godinama bolesnika na pocetku bolesti, ali je korelacija izostala prilikom analize
ekspanzija u ¢elijama Kkrvi i cerebelumu (van Blitterswijk et al., 2013). Kod bolesnika sa AB, u
studiji koja je obuhvatila preko 800 nesrodnih AB bolesnika i isto toliko kontrola, nije registrovana
povezanost izmedu duZzeg neekspandovanog alela i godina pocetka bolesti, niti je pokazano da veci
broj ponovaka u okviru normalnog ranga predstavlja faktor rizika za AB (Harms et al., 2013a).
Distribucija veli¢ina neekspandovanih alela kod AB bolesnika ne pokazuje razliku u odnosu na
kontrole (Kohli et al., 2013) ni kada se aleli diskrimini$u na kratke (<7 ponovaka) i intermedijerne
(>7 ponovaka) ponovke (Cacace et al., 2013). Koriste¢i kategorizaciju intermedijernih alela na >7
ponovaka, u studiji Jiao i saradnici zabelezili su pozitivnu korelaciju starosti na pocetku bolesti i
AB bolesnika kod kojih je na oba alela prisutan intermedijerni broj ponovaka. Medutim, statisticka
znacajnost nije postignuta za korelaciju duzih alela i godina pocetka bolesti (Jiao et al., 2013).

5.3 Klinicko-geneticke karakteristike bolesnika sa preklapajuéim
fenotipom ALS/FTD i FTD/ALS

U ovom istrazivanju u ALS i FTD kohortama registrovani su bolesnici koji su ispoljavali
klini¢ku sliku preklapaju¢eg ALS/FTD i FTD/ALS sindroma. Ovi bolesnici su ukljuceni u ALS ili u
FTD kohortu u zavisnosti od klinicke prezentacije. Ukupno su registrovana 22 bolesnika sa
preklapaju¢im fenotipom od kojih je 31,82% bilo nosilac ekspanzije u genu C9orf72. Dobijeni
rezultat uCestalosti ekspanzije kod bolesnika sa preklapaju¢im sindromom u saglasnosti je sa
dostupnim podacima medu pojedinacnim populacijama (Byrne et al., 2012, Gijselinck et al., 2012)
kao i sa pregledom literature iz 2019. godine (Marogianni et al., 2019).

U nasoj kohorti najveca ucestalost nosilaca ekspanzije od 50% registrovana je medu
bolesnicima koji su imali pozitivhu porodi¢nu anamnezu kao $to je i ranije registrovano (Ratti et al.,
2012, Boeve et al., 2012, Dobson-Stone et al.,, 2012). Prisustvo nosilaca ekspanzije medu
familijarnim bolesnicima registrovano je i u znatno ve¢em procentu (86%) (Gijselinck et al., 2012).
Visoka ucestalost nosilaca ekspanzije od 30% u nasoj studiji registrovana je medu bolesnicima kod
kojih je zabeleZena negativna porodi¢na anamneza, pri ¢emu moramo uzeti u obzir nedostatak
potpunih podataka i medicinske dokumentacije kod ¢lanova porodice koji nam nisu bili dostupni.
Dobijeni rezultat u ovoj studiji je visi nego prethodno prijavljena ucestalost od 6%, pri ¢emu je
veli¢ina ispitivanih kohorti skoro identi¢na (Gijselinck et al., 2012). Ovako visoka ucestalost
nosilaca ekspanzije kod nasih bolesnika sa negativnom porodi¢nom anamnezom naglasava znacaj
genetickog testiranja u slucajevima bolesnika sa uo¢enim preklapaju¢im sindromom iako postoji
odsustvo srodnika sa ALS i/ili demencijom u porodici.

Prose¢na starost na pocetku bolesti bolesnika nosilaca ekspanzije u ovoj grupi iznosila je
56,43 godine i1 nije se znafajno razlikovala od godina bolesnika na pocetku kod kojih nije
registrovano prisustvo ekspanzija u genu C9orf72 (p=0,264), za razliku od podatka iz ranije studije
(Byrne et al., 2012), u kome je prose¢na starost na pocetku bolesti iznosila 57,4 godine i bila je
znacajno ranija.

Zastupljenost muskog 1 Zenskog pola u naSoj kohorti bila je priblizno jednaka 1 nije se
razlikovala izmedu dve grupe bolesnika u odnosu na prisustvo ekspanzije u genu C9orf72
(p=0,867) kao $to je zabelelezeno i ranije u literaturi (Byrne et al., 2012).

Byrne i saradnici su u studiji registrovali povecanu stopu spinalnog pocetka bolesti kod
nosilaca ekspanzije u odnosu na bolesnike bez ekspanzije (90% vs 50%), ali dobijena razlika nije
imala statisticku znacajnost (Byrne et al., 2012). U ovoj studiji nije registrovana razlika u
zastupljenosti spinalnog i bulbarnog oblika bolesti u grupama sa i bez ekspanzije u genu C9orf72
(p=0,890).

Distribucija ucestalosti normalnih C9orf72 alela u nasoj studiji pokazuje rezultat koji je u
saglasnosti sa ranijim podacima (Rutherford et al., 2012b), gde je najvecu ucestalost imao alel sa 2,
a zatim alel sa 8 GGGGCC ponovaka, dok je najveci broj registrovanih ponovaka bio 12.

77



Na osnovu dobijenih rezultata iz naSe studije geneticko testiranje je potrebno sprovoditi kod
svih bolesnika sa preklapaju¢éim ALS/FTD i1 FTD/ALS fenotipom nezavisno od porodicne
anamneze.

5.3.1 Klini¢ko-geneticke Kkorelacije velicine GGGGCC ponovaka kod bolesnika sa
preklapajuc¢im fenotipom ALS/FTD i FTD/ALS

U naSoj kohorti bolesnika sa preklapaju¢im fenotipom nije uocena znacajna korelacija
veli¢ine ponovaka sa ispitivanim klinicko-demografskim karakteristikama kao ni asocijacija sa
porodi¢cnom anamnezom kod bolesnika sa i bez prisustva ekspanzije u genu C9orf72. Prema
trenutnim saznanjima ne postoji mnogo studija u kojima su ovi bolesnici zasebno analizirani.

Rezultati dobijeni u ovoj studiji koja je obuhvatila samo 7 bolesnika nosilaca ekspanzije
uporedivi su sa studijom iz 2013. godine u kojoj je pokazano da veli¢ina ekspandovanih ponovaka
kod bolesnika sa preklapaju¢im fenotipom FTD-a i bolesti motornog neurona nije povezana sa
godinama bolesnika na pocetku bolesti u uzorku periferne krvi 8 nosilaca ekspanzije (van
Blitterswijk et al., 2013). U drugoj studiji, koja je obuhvatila ve¢i broj bolesnika sa dijagnozom
ALS/FTD, nije uoc¢ena povezanost veli¢ine normalnih ponovaka sa rizikom za nastanak oboljenja
kod bolesnika bez ekspanzije u genu C9orf72, niti kod nosilaca ekspanzija u genu C9orf72
(Rutherford et al., 2012b). Medutim, autori navedene studije asocijaciju godina bolesnika na
pocetku bolesti i veli¢ine normalnih alela kod nosilaca ekspanzije i kod bolesnika bez ekspanzije u
genu C9orf72 nisu posmatrali pojedinacno prema oboljenjima ve¢ kao celokupnu analiziranu
kohortu.

Rezultati dobijeni iz naSe populacije podrzavaju gore navedena saznanja da veli¢ina
ponovaka kod bolesnika sa preklapaju¢im fenotipom nema uticaja na ispitivane klini¢ko-
demografske karakteristike, nezavisno od prisustva ekspanzije u genu C9orf72.

5.4. Intermedijerni GGGGCC ponovci u bolestima sa predominantno
motornim i predominantno kognitivno-bihejvioralnim poremeéajima

Od ukupno 1052 analizirana bolesnika sa neurodegenerativnim oboljenjima iz Srbije, u ovoj
studiji, registovano je 6 bolesnika koji su bili nosioci intermedijerne veli¢ine ponovaka na duZzem
alelu.

Registrovan je jedan ALS bolesnik koji je nosio 26 ponovaka na duZzem alelu kao i1 jedan
ALS bolesnik koji je bio nosilac ekspanzije u genu C9orf72 na jednom alelu dok je na drugom alelu
imao 22 ponovka. Kod bolesnika sa 22 ponovka na kracem alelu bolest je pocela sa 56 godina u
formi spinalnog fenotipa na donjem levom ekstremitetu. Neuropsiholoski testovi su pokazali
prisustvo blagog kognitivnog poremecaja u egzekutivnom domenu. Otac bolesnice, €iji uzorak krvi
nije bio dostupan za geneti¢ke analize, imao je demenciju, dok je kod brata od ujaka
dijagnostikovan FTD/ALS i prisustvo ekspanzije u genu C9orf72. Na$ bolesnik, nosilac 26
ponovaka, imao je pocetak bolesti u 72 godine Zivota sa prisustvom bulbarnih simptoma i
negativnom porodi¢nom anamnezom. Nalaz elektromioneurografije bolesnika ukazivao je na bolest
motornog neurona koja je obuhvatala sva 4 regiona. Rezultati ranije meta analize ukazuju da su
ponovci veli¢ine 24-30 povezani sa povecanim rizikom za nastanak SALS-a (Chen et al., 2016b), a
podaci iz poslednje meta analize pokazuju da su ponovci ranga 24-30 povezani sa ALS-om,
sugeriSuc¢i da donja granica patogenosti ovih ponovaka treba da bude snizena na ¢ak na 24 ponovka
(lacoangeli et al., 2019). U istrazivanju na finskoj populaciji (gde je koris¢eno nekoliko varijanti
opsega intermedijerrnih ponovaka), uoceno je da prisustvo vise od 7 ponovaka na svakom od dva
alela, posebno ukoliko jedan od njih ima >17 ponovaka, petostruko povecava Sanse za nastanak
ALS-3, ali da, ukoliko su intermedijerni ponovci samo na jednom alelu, isti nisu povezani sa ALS-

78



om (Kaivola et al., 2020). Svakako su potrebne analize na vecem broju uzoraka, kao i analize
srodnika i detalji porodi¢ne anamneze, kako bi se mogli izvesti jasniji zakljucci.

U ispitivanoj kohorti nasih bolesnika sa HB sli¢noj bolesti kod 2,5% bolesnika registrovano
je prisustvo C9orf72 intermedijernih alela $to je u saglasnosti sa podacima od 3% koji su dobijeni
meta analizom (Alva-Diaz et al., 2020). Klinicka slika naSih bolesnika obuhvatala je prisustvo
fokalne cervikalne distonije sa promenama na emocionalnom planu kod jednog bolesnika (27
GGGGCC ponovaka na duzem alelu), dok je kod drugog bolesnika registrovano prisustvo
oromandibularne diskinezije, nevoljni pokreti kao i promena raspoloZenja (23 GGGGCC ponovka
na duzem alelu). Prisustvo distonije kod bolesnika sa 27 GGGGCC ponovaka nejasnog klinickog
znacaja dokumentovano je u literaturi. Bolesnik sa ovim intermedijernim alelom je za razliku od
naseg bolesnika, imao kasniji pocetak bolesti sa 62 godine zivota (Martins et al., 2018).
Dokumentovana su joS§ dva slu¢aja C9orf72 intermedijernih alela (oba sa 22 GGGGCC ponovka) od
kojih je jedan imao i ekspanziju CAG ponovaka u genu HTT (lda et al., 2018).

U naSem istrazivanju registrovan je jedan bolesnik muskog pola sa intermedijernom
veli¢inom alela, klinickom slikom PSP-a i negativnom porodi¢nom anamnezom. Na osnovu do sada
objavljenih podataka prijavljen je jedan slucaj klinicki postavljene dijagnoze tipicnog PSP-a sa 27
GGGGCC ponovaka nejasnog znacaja i sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom na demenciju i PB
(Schottlaender et al., 2015). Takode, registrovani su bolesnici sa 26 kao i 30 GGGGCC ponovaka sa
klinickom slikom parkinsonizma, supranuklearne paralize pogleda, posturalne nestabilnosti,
dizartrije i blage frontalne demencije (Lesage et al., 2013). Za kohorte koje obuhvataju PB i atipi¢ni
parkinsonizam neke studije ukazuju da intermedijerni C9orf72 ponovci mogu biti prisutni u ovim
oboljenjima (Nuytemans et al., 2013, Cannas et al., 2015). Ipak, velika meta analiza koja je
obuhvatala PB bolesnike (Theuns et al., 2014) i studija na PB bolesnicima ¢ija je dijagnoza
potvrdena autopsijom, nisu uspele da potvrde povezanost (Nuytemans et al., 2014). Na oshovu
dosadasnjih istrazivanja, ovi podaci nisu dovoljni da bi se izveli neki konkretniji zakljucci o tome
da li C90rf72 intermedijerni aleli doprinose podloznosti ka PSP-u.

U naSoj studiji kod FTD bolesnika registrovan je jedan bolesnik nosilac 24 GGGGCC
ponovka na duzem alelu kod koga se bolest manifestovala u 54 godine Zivota u vidu usporenosti,
zbunjenosti, nerazumevanja postavljenih pitanja, dezorjentacijom u vremenu, ali ocuvanom
dugoroénom memorijom. Napredovanje bolesti dovodi do pojave mutisti¢nosti kao i prisustva
motornih simptoma u vidu slabosti, nestabilnosti i, na kraju, nepokretnosti bolesnice. Analizom
asimptomatskih srodnika bolesnice, prisustvo intermedijernih alela registrovano je kod 60%,
odnosno 3/5 ispitanika. Prema dostupnim podacima, ponovci veli¢ina 20-22 registrovani su kod
4,59% bolesnika i oni su imali klinicke simptome iz spektra FTD (Gomez-Tortosa et al., 2013).
Nedavna studija u turskoj populaciji bolesnika sa FTLD registrovala je intermedijerne ponovke
veli¢ine 20-30 kod 4% bolesnika, smatraju¢i ih mogué¢im faktorom rizika za nastanak oboljenja.
Bolesnici nosioci intermedijerne veliine alela imali su veoma sli¢nu klinicku sliku kao bolesnik
koji je imao >30 ponovaka i kod ¢ak 75% nosilaca intermedijernih alela zabeleZeni su psihijatrijski
simptomi u vidu halucinacija (Erzurumluoglu et al., 2019). U studiji iz 2016. godine pokazano je da
kod FTD, ALS i ALS/FTD bolesnika, kao i kontrola, nosioca alela sa 7-24 ponovka, postoji blago
povecéan stepen metilacije samih ponovaka u ¢elijama krvi, u odnosu na alele sa 2-6 ponovaka. Isti
efekat povecane metilacije intermedijernih alela postoji i kod nosilaca ekspanzije (Gijselinck et al.,
2016).

Drugi bolesnik iz ove studije sa intermedijernim brojem ponovaka na duzem alelu (28
GGGGCC ponovaka) registrovan je u kohorti bolesnika sa AB. Kod bolesnice prvi simptomi bolesti
se javljaju u 58 godina starosti sa prisutnim kognitivnim padom u multiplim kognitivnim
domenima. Alel sa 28 ponovaka u literaturi je registrovan kod jednog bolesnika sa dijagnozom
neklasi¢nog atipicnog parkinsonizma sa demencijom slicnom FTD (Cannas et al., 2015). Aleli sa
ponovcima veli¢ine preko 20 takode su registrovani u studijama kod bolesnika sa AB pri ¢emu su
koris¢ene razlicite veli¢ine ponovaka za diskriminaciju kratkih i intermedijernih alela. Cacace i
saradnici intermedijernim alelima smatraju veli¢ine ponovaka 7-25 pri ¢emu autori nisu uspeli da
pokazu asocijaciju ovih alela kod AB bolesnika sa SNP rs2814707 (Cacace et al., 2013) za koji je
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ranije utvrdena asocijacija T alela i intermedijernih ponovaka kod FTLD (van der Zee et al., 2013).
U drugoj studiji sa AB bolesnicima kod ponovaka ranga (4-23) zapazeno je da postoji razlika u
srednjoj veli¢ini broja ponovaka kao i njihovoj distribuciji na osnovu etni¢kog porekla (evropsko vs
africko-americko), medutim, ova razlika je bila prisutna i kod kontrolnih uzoraka, sto ide u prilog
pretpostavci da je razlika kod bolesnika odraz populacione distribucije, a ne eventualne povezanosti
sa samom bole$¢u (Kohli et al., 2013). Takode, registrovan je jedan bolesnik sa 21 GGGGCC
ponovkom, ali bez daljih informacija o samom bolesniku (Rollinson et al., 2012). Kod AB
bolesnika, u studiji koja je ukljucivala bolesnike iz Evrope i Severne Amerike, ucestalost
intermedijernih alela veli¢ine 20-29 ponovaka iznosila je oko 1% i sli¢na je ucestalosti ovih alela
kod kontrola (Xi et al., 2012). Ovi aleli ne doprinose znac¢ajno riziku za AB niti postoji segregacija
alela sa 21 i 23 ponovka sa AB u dve analizirane porodice (Xi et al., 2012). Jo$ jedna studija u
kineskoj populaciji pokazala je da ne postoji povecan rizik za nastanak AB kod bolesnika sa
intermedijernim brojem ponovaka (koriS¢ena granica >7 ponovaka za intermedijerne alele) (Jiao et
al., 2013). U prilog datim podacima, rezultati meta analize govore da intermedijerni ponovci
veli¢ine 20-29 nisu povezani sa rizikom za AB (Shu et al., 2016). Ukoliko se prosiri granica opsega
intermedijernih ponovaka do ¢ak 45 ponovaka, znacajna povezanost sa AB nije registrovana kada je
donja granica bila >7 niti u grupi >20 ponovaka (Kaivola et al., 2019). Medutim, u italijanskoj
studiji intermedijerni aleli velic¢ine 9-30 ponovaka ¢es¢i su kod AB bolesnika u odnosu na kontrolnu
grupu i mogu predstavljati faktor rizika za nastanak oboljenja (Serpente et al., 2021).

5.5 Preporuke za geneticko testiranje mna prisustvo GGGGCC
ekspanzije u genu C9orf72

Na osnovu dobijenih rezultata iz ove studije, izvedene su sledece preporuke za geneticko
testiranje bolesnika na prisustvo heksanukleotidne ekspanzije u genu C9orf72:

e genetiCko testiranje na prisustvo ekspanzija u genu C9orf72 potrebno je raditi u okviru
standardne dijagnosticke procedure kod bolesnika sa dijagnozom ALS i FTD, posebno FTD
ranog pocetka, kao i kod bolesnika sa prisustvom demencije ranog pocetka atipicnog
klini¢kog toka 1 prisustvom pozitivne porodi€ne anamneze.

e kod bolesnika sa fenokopijom HB, MSA, PSP, AB i BKP indikator za geneti¢ko testiranje
treba da bude prisustvo pozitivne porodi¢ne anamneze, posebno ALS i FTD, kao i
potvrdeno prisustvo ekspanzije kod srodnika.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu ciljeva koji su postavljeni u ovom istrazivanju i dobijenih rezultata izvedeni su
slede¢i zakljucci:
1. Utvrdeno je prisustvo ekspanzija GGGGCC ponovaka u genu C9orf72, kao i distribucija
ucestalosti neekspandovanih alela kod nekoliko grupa bolesnika sa oboljenjima iz spektra bolesti sa
predominantno motornim i predominanatno kognitivno-bihejvioralnim poremecajima u populaciji
Srbije, kao i distribucija ucestalosti u neekspandovanih alela u grupi kontrola.

e Prisustvo heterozigotne ekspanzije u genu C9orf72 registrovano je kod 31/383 (8,09%)
bolesnika sa dijagnozom amiotrofiéne lateralne skleroze, 9/129 (6,98%) bolesnika sa
frontotemporalnom demencijom, te kod 2/49 (4,08%) bolesnika sa atipi¢énom demencijom,;

e Utvrdena ucestalost ekspanzija kod bolesnika sa ALS je u skladu sa podacima iz literature,
dok je ucestalost ekspanzija kod FTD slucajeva niza;

e Kod bolesnika sa ALS i FTD preklapaju¢im fenotipom, heterozigotna ekspanzija u genu
C9orf72 registrovana je kod 7/22 bolesnika (31,82%) i u saglasnosti je sa ucestalo$¢u u
drugim populacijama kao i sa sveukupnom ucestalos¢u kod ovih bolesnika;

e Prisustvo ekspanzije u genu C9orf72 nije registrovano u kohortama bolesnika sa bolesti
slicnoj Hantingtonovoj bolesti, MSA, PSP, BKP, AB kao ni kod zdravih kontrola;

e Kod jednog ALS nosioca ekspanzije na kra¢em alelu registrovana je intermedijerna veli¢ina
GGGGCC ponovaka;

e Registrovano je ukupno 6 bolesnika koji su bili nosioci intermedijerne veli¢ine ponovaka na
duzem alelu (1/383 (0,26%) kod ALS, 2/80 (2,5%) kod HB sli¢nih bolesnika, 1/73 (1,37%)
kod PSP, 1/129 (0,78%) kod FTD i 1/176 (0,57%) kod bolesnika sa AB) kao i 3/5 (60%)
asimptomatska nosioca intermedijerne veli¢ine ponovaka na duzem alelu, dok ni kod jednog
kontrolnog uzorka nije utvrdeno prisustvo alela intermedijerne veli¢ine;

e Najvecu ucestalost u okviru grupe normalnih alela kod svih grupa bolesnika i kontrola imali
su aleli sa 2, 51 8 ponovaka;

e Jedan nosilac ekspanzije u ALS grupi bio je i nosilac dve nesinonimne varijante, obe u
heterozigothom statusu, jedna u genu ANG:c.122A>T, p.K17l, a druga u genu
FUS:c.1550A>C, p.H517P.

2. Poredenjem grupa bolesnika sa prisustvom ekspanzija u genu C9orf72 i bez nje, prema
dijagnozi, izvedeni su slede¢i zakljucci:

e U ALS grupi kod nosilaca ekspanzije zabeleZzeno je CeSée prisustvo pozitivne porodi¢ne
anamneze kao i prisustvo FTD-a;

e U FTD grupi nosioci ekspanzije imali su zna¢ajno raniji pocetak bolesti, ¢eS¢e prisustvo
pozitivne porodi¢ne anamneze, kao i prisustvo simptoma ALS-a;

3. Kod nosilaca ekspanzija u genu C9orf72, grupisano prema dijagnozi, izvedeni su sledeci
zakljulci:

e U ALS grupi kod 32%, nosilaca ekspanzije zabeleZzena je pozitivna porodi¢na anamneza,
kod 61% nosilaca negativna, kod 45% bolesnika registrovana je egzekutivna disfunkcija, a
kod 16% FTD;

e U FTD grupi kod 78% registrovana je pozitivna porodicna anamneza, kod 22% negativna,
kod 22% zabelezen je preklapajuéi fenotip sa ALS; zabeleZeno je prisustvo bihejvioralnih
izmena kao i preklapajucih fenotipova;

e Kod nosilaca ekspanzije sa atipicnom demencijom zabelezeno je prisustvo agramatizma,
apraksije, problemi sa govorom, znaci spinocerebelarne ataksije, dizartrije i disfagije;

4, Na osnovu rezultata korelacije veli¢ine GGGGCC ponovaka i klinickih parametara izvedeni
su slede¢i zakljuccei:
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Asocijacija veli¢ine C90rf72 ponovaka sa porodiénom anamnezom registrovana je u grupi
bolesnika sa PSP, kod ALS bolesnika bez ekspanzije u genu C9orf72 kao i kod ALS
bolesnika nosilaca ekspanzije;

Kod FTD bolesnika bez ekspanzija u genu C9orf72 uoc¢ena je negativna korelacija veli¢ine
ponovaka i godina na pocetku bolesti;

Na osnovu svih rezultata proizilaze sledece preporuke za geneticko testiranje:

Geneticko testiranje na prisustvo ekspanzija u genu C9orf72 potrebno je raditi u okviru
standardne dijagnosti¢ke procedure kod bolesnika sa dijagnozom ALS i FTD, posebno FTD
ranog pocetka, kao i kod bolesnika sa prisustvom demencije ranog pocetka atipicnog
klinickog toka i1 prisustvom pozitivne porodicne anamneze;

Kod bolesnika sa fenokopijom HB, MSA, PSP, AB i BKP indikator za geneti¢ko testiranje
treba da bude prisustvo pozitivne porodi¢ne anamneze, posebno ALS i FTD, kao i
potvrdeno prisustvo ekspanzije kod srodnika.
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8.PRILOZI

8.1 Prilog 1-Dozvola Eti¢kog odbora Univerzitetskog Klini¢kog centra Srbije

KNMAHUYKU LLIEHTAP
CPBUJE

11000 BEOIMPA[; MACTEPOBA 2,
PEMYBIINKA CPBEUJA

ETUYKU OOBOP

11000 Beorpaa, Macreposa 2
011 366-2080, 264-4850, ®akc 011 306-7180

Broj: 402/5
Dana: 30.01.2020. godine

Na osnovu odredaba Zakona zdravstvenoj zadtiti Republike Srbije (,Sluzbeni glasnik RS" br.
25/2019), Zakona o lekovima i medicinskim sredstvima Republike Srbije (,Sluzbeni glasnik RS" br.
30/2010, 107/2012, 105/2017 i 113/2017), Zakona o pravima pacijenata (,SI. glasnik RS”, br.
45/13), Zakona o zastiti podataka o li¢nosti ,SI. glasnik RS", br. 97/2008, 104/2009, idr. Zakon),
Zakona o zdravstvenoj dokumentaciji i evidencijama u oblasti zdravstva (,Sl. glasnik RS", br.
123/2014, 106/2015, 105/2017, postupajui u skladu sa Smernicama Dobre klinicke prakse u
Klinitkom ispitivanju (GCP)- (,Sl. glasnik RS", br. 108/2017), Poslovnika o radu Etickog odbora
Klinikog centra Srbije br. 3098/39 od 26.04.2012. god., Eticki odbor Klinickog centra Srbije u
sastavu: Prof. dr Andrija Bogdanovi¢ — predsednik, Prof. dr Branislava Milenkovi¢- zamenik
predsednika, Prof. dr Marina Svetel, Prof. dr Aleksandra Peri¢- Popadi¢, Dr sci med Dijana Sefer -
klinicki farmakolog, Prof. dr Aleksandra Joti¢ i Doc. dr Danijel Galun — lekari specijalisti svi
zaposleni u Klini¢kom centru Srbije, odlucujuci o zahtevu  Prof. dr Elke Stefanove, na svojoj 3.
sednici odrzanoj dana 30.01.2020. godine, doneo je sledecu

ODLUKU

Odobrava se sprovodenje Klinickog ispitivanja pod nazivom:“Analiza znacaja heksanukleotidnih
ponovaka u nekodirajuéem regionu gena C9orf72 kod neurodegenerativnih bolesti".

Glavni istraZivaC je Prof. dr Elka Stefanova.

Clanovi istrazivackog tima su: Prof. dr Vladimir Kosti¢ i Prof. dr Zorica Stevic.

Istrazivadi saradnici su: Prof. dr Ivana Novakovic i Ana Marjanovic.

Ispitivanje ¢e biti sprovedeno na Klinici za neurologiju Klinickog centra Srbije u saradnji sa
Medicinskim fakultetom Univerziteta u Beogradu.
Rezultati ispitivanja bi¢e kori$¢eni za izradu doktorske disertacije (Ana Marjanovi¢). Mentor
doktorske disertacije je Prof. dr Ivana Novakovic.

Prilikom donosenja ove odluke, Eticki odbor je razmatrao sledecu dokumentaciju:

1). Propratno pismo/Obrasci za odobrenje akademskog klinickog ispitivanja  podneti Etickom
odboru KCS, )

2). Saglasnost stru¢nog Kolegijuma Klinike za  neurologiju KCS br. 23/26 od 15.01.2020.
godine,

3). Protokol /plan ispitivanja,
4). ObrazloZenje doktorske teze,
5). Informacija za pacijenta sa obrascem za davanje pisanog pristapkas naz
6). Prijemni list-genetske analize i 2
7). Biografija glavnog istrazivaca i istraZivaCa saradnika.
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8.2 Prilog 2-Prikazi somatske nestabilnosti ekspanzije u genu C9orf72 dobijene Southern blot
metodom
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

NoTnncaHu-a AHa C. MapjaHoBuh

Opoj nHoekca 63022/2015

UsjaBroyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBoMm

3acTynrbeHOCT eKcraH3uvja XeKCaHyKIeoTMAHNX NOHOBaKa y Hekoampajyhem pernoHy reHa C9orf72

Kog, pasnuunTUX HeypoaereHepaTUBHMX GonecTu

e pe3yntat CONnCTBeHOr UCTpaxXnBadkor pana,

e [a npeanoXxeHa auceprauuja y UENVHM HU Yy OenoBuMma Huje Owuna npegnoxeHa 3a
nobuvjawe 6Guno koje gunnome npema CTyaujCkum nporpammma ApyrnxX BMCOKOLLKOSCKMX
yCTaHoBa,

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaEeHN U
e [la HMUCaM KpLUMo/Nna ayTopcka npasa M KOPUCTMO MHTENEKTyarlHy CBOjUHY ApYrux nuua.

MoTtnuc gokTtopaHaa

Y beorpagy,




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WUITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa AHa C. MapjaHoBuh

Bpoj nHgekca 53022/2015

Cryawnjcku nporpam _Buonoruja

Hacnoe paga __ 3acTynrbeHOCT eKCnaH3uja XeKCaHYKNeoTUAHNX NOHOBAKa y Hekoaupajyhem
pervoHy reHa C9orf72 kod pasnuunTux HeypoaereHepaTuBHUX 6onecTtu

MeHTOp npod. ap Meana Hoeakosuh, ap Munnua Keukapesuh MapkoBuh

MNoTnucaHw/a AHa C. MapjaHoBuh

MsjaBrbyjemM ga je wramnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNEeKTPOHCKOj BEP3UjU KOjy
cam npepgao/na 3a objaBrbuBarbe Ha noptany AurutanHor penosutopujyma YHuBep3uteTa y
Beorpany.

[o3sorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM NOAaLM Be3aHu 3a Aobuvjarbe akageMCKor 3Baka 4OKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npesnme, roauHa u Mecto poherwa u gatym ogbpaHe paga.

OBu nnyHM nogaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurmtanHe 6ubnwuoteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc poktopaHaa

Y beorpagay,




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [AurutanHu
penosvtopmnjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacnoBoMm:

3acTynrbeHOCT ekcrnaH3unja XeKCaHyKIeoTMAHNX NOHOBaKa Yy Hekoampajyhem pernony

reHa C9orf72 kog pasnuunMtux HeypogereHepaTMBHUX 6onecTtu

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OduncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBupaHE.

Mojy OOKTOpCKy aucepTaunjy noxpaweHy y OurntanHm penosmtopujym YHueepsnteTa
y beorpagy mory ga kKopucte CBM KOju NOLWWTYjy ogpende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTOopCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUKjanHo
@AyTopCTBO — HekoMepuumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AeNUTN NO4 UCTMM yCrioBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM ycrioBumMma

(Monumo Ja 3aoKpyXuTe camo jeOHy O LeCT MOHyheHux nuueHuun, KpaTak onuc
nuueHumM 4ar je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,




1. AytopcTtBo - [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy M jaBHO caoniluTaBaHe
Jena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
uUnu gaesaoua nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja og CBUX
NULEHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBate YMHOXaBawe, QUCTPUbyLMjy 1 jaBHO
caonwtaesawe gena, v rnpepage, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of
cTpaHe aytopa vnu gasaoua nvueHue. Oa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte YMHOXaBahE,
anctpubyumnjy M jaBHO caonwitaBakwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBara Wnn
ynotpebe gena y CBOM Jeny, akO Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduH ogpeheH of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 0O03BOMbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM NULEHLOM ce orpaHuyaBa
Hajsehun o61m npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKkoMmepuujanHo — AenuTu NnoAd WUcTum ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe
yMHOXaBak-€e, AUCTpMnbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu AaBaoua fULeHLe U ako ce
npepaga AuCTpuOyupa nog WCTOM UMM cnvdHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjy M jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBarwa Unu ynotpebe aena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH o cTpaHe ayTtopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpeby agena.

6. AyTopcTBO - genutnm nog uCTUM ycrnoBuMa. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahse,
AncTpmnbyumnjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce Hasege MMme aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 CcTpaHe ayTopa WM JaBaoua NuUuUeHUe U ako ce npepaga
auctpmbympa nog WUCTOM WM ciMYHOM  nnudeHuoM. OBa nuueHua [03BOSbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je coTBepckuMm nuueHuama,
OLHOCHO IN1LeHUama OTBOPEHOr Koaa.



