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POPIS OZNAKA I KRATICA:

ADHD - nedostatak paznje i koncentracije (engl. attention deficit and hyperactivity disorder)
CMA — kromosomski microarray (engl. chromosomal microarray)

CNYV — varijanta broja kopija (engl. copy number variant)

DSM-5 — Dijagnosticki i statisti¢ki priru¢nik za mentalne poremecaje, 5. izdanje (engl.
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th edition)

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija (engl. fluorescent in situ hybridisation)
GDD - globalno razvojno zaostajanje (engl. global developmental delay)

ID — intelektualno zaostajanje (engl. intellectual disability)

NGS - sekvenciranje sljedece generacije (engl. next generation sequencing)

PDD — pervazivni razvojni poremecaji (engl. pervasive developmental disorders)

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)

VUS - varijanta nejasnoga znacenja (engl. variant of uncertain significance)

WES - sekvenciranje cijelog egzoma (engl. whole exome sequencing)

WGS - sekvenciranje cijelog genoma (engl. whole genome sequencing)



1. UVOD



1.1. Neurorazvojni poremecaji

Neurorazvojni poremecaji su heterogena skupina neprogresivnih, nezaraznih stanja koja
uzrokuju odstupanja u razvoju razli¢ite tezine. Neurorazvojni poremecaji karakterizirani su
deficitima u kogniciji, komunikaciji, ponaSanju i motorickim vjesStinama koji utjecu na osobne,
socijalne, obrazovne te radne sposobnosti (1).

Prema Dijagnostickom i statistickom priru¢niku za mentalne poremecaje, 5. izdanje
(engl. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th edition, DSM-5),
neurorazvojni poremecaji obuhvacaju intelektualno zaostajanje (engl. intellectual disability,
ID), globalno razvojno zaostajanje (engl. global developmental delay, GDD), poremecaje
komunikacije i govora, pervazivne razvojne poremecaje (engl. pervasive developmental
disorders, PDD), nedostatak paznje i koncentracije (engl. attention deficit and hyperactivity
disorder, ADHD), poremecaje ucenja te motorne poremecaje (2). Izvan klasifikacije DSM-5, u
neurorazvojne poremecaje ubrajamo poremecaje vida i sluha, cerebralnu paralizu i epilepsiju
(3).

Iako su neurorazvojni poremecaji neprogresivni, deficiti se mogu kompenzirati neurobioloskim
procesima plasticnosti i maturacije mozga u perinatalnoj i ranoj dje¢joj dobi. Upravo zbog
procesa neuroplasti¢nosti, klini¢ke slike neurorazvojnih poremecaja vrlo su razli¢ite i dobno

uvjetovane (4-7).
1.1.1. Intelektualno zaostajanje

Intelektualno zaostajanje, prethodno zvano mentalna retardacija, definira znacajno
ispodprosje¢no intelektualno funkcioniranje uz nedostatak adaptivnog ponasanja koje se javlja
prije osamnaeste godine zivota (8). Prema DSM-5, za dijagnozu intelektualnog zaostajanja
potrebno je zadovoljiti tri kriterija: deficit u intelektualnom funkcioniranju potvrden klinickom
evaluacijom 1 testiranjem kvocijenta inteligencije, deficit osobnog i socijalnog adaptivnog
funkcioniranja te ocitovanje deficita tijekom djetinjstva.

Rezultati testova kvocijenta inteligencije standardizirani su tako da 100 bodova
oznacava prosjecnu vrijednost, a 15 bodova standardnu devijaciju. Osobe s intelektualnim
zaostajanjem postizu rezultat od dvije standardne devijacije ispod prosje¢ne vrijednosti. Osobe

s intelektualnim zaostajanjem c¢ine 2,5% opce populacije (8).



Intelektualno zaostajanje moze biti uzrokovano nasljednim i okoliSnim ¢imbenicima.
Najcesci okolisni predispozicijski ¢imbenici su pusenje, konzumacija alkohola i infekcije majke
tijekom trudno¢e, hipoksi¢no-ishemijska encefalopatija, intrakranijalna krvarenja te
nedonosenost.Intelektualno zaostajanje javljaja se i u kromosomopatijama, poput Downovog ,
triplo X 1 Klinefelterovog sindroma, te mikrodelecijskim sindromima, primjerice Prader-
Willijev, Williamsov i Smith-Magenisov sindrom. Najc¢es¢i je uzrok intelektualnog zaostajanja
kod djecaka sindrom fragilnog X-kormosoma , te Rettov sindrom kod djevoj¢ica. Intelektualno
zaostajanje takoder se javljaju u nasljednim metabolickim bolestima (9).

Klasifikacija i obiljezja intelektualnog zaostajanja navedene su u Tablici 1.

Tablica 1. Klasifikacija intelektualnog zaostajanja

Osobno i socijalno

Kategorija Udio slu¢ajeva  Kvocijent inteligencije
funkcioniranje
Moguca samostalnost uz
Blago 85% 50-70 )
povremenu pomo¢
) Moguca samostalnost u
Umjereno 10% 35-50 L
specijalnim ustanovama
Potreban nadzor i
Tesko 3,5% 20-35 asistencija u svakodnevnim
aktivnostima
Potrebna potpuna briga
Duboko 1,5% <20

tijekom cijelog Zivota

1.1.2. Globalno razvojno zaostajanje

Globalno razvojno zaostajanje (engl. global developmental delay, GDD) znacajno je
odstupanje koje nastupa prije pete godine zivota, a zahvaca najmanje dvije domene
neurorazvoja (10). Odstupanja mogu biti u domenama motorickog, jezicnog, kognitivnog 1
socijalnog razvoja (11).

Etiologiju globalnog razvojnog zaostajanja moguce je utvrditi kod 40-80% bolesnika,
od ¢ega su najcesce genetske bolesti te perinatalna asfiksija (11). Tablica 2. prikazuje etiologiju

1 doba nastanka globalnog razvojnog zaostajanja.



Tablica 2. Etiologija globalnog razvojnog zaostajanja

Kategorija uzroka Moguci uzroci

Genetski
Metabolicki
Prenatalno ' o
Teratogeni/toksini

Infekcije

. Asfiksija
Perinatalno
Nedonesenost

Zanemarivanje (nepovoljno psihosocijalno okruzenje)
Infekcije
Postnatalno
Trauma

Toksini

1.1.3. Pervazivni razvojni poremecaji

Pervazivni razvojni poremecaji skupina su neuropsihijatrijskih razvojnih poremecaja
karakterizirana specificnim zaostajanjem u socijalnom, komunikativnom 1 kognitivhom
razvoju, s pocetkom prije tre¢e godine Zivota. Javljaju se kod jednog na 90-150 djece s omjerom
1:3-4 u korist djecaka (12).

Prema DSM-5, pervazivni razvojni poremecaji klasificiraju se kao poremecaji
autisticnog spektra, Rettov sindrom te dezintegracijski poremecaj djecje dobi. Poremecaji
autisticnog spektra ukljucuju autizam, Aspergerov sindrom te pervazivni razvojni poremecaj
koji nije svrstan drugamo (engl. pervasive developmental disorder not otherwise specified,
PDD-NOS) (13).

Glavna obiljezja pervazivnih razvojnih poremecaja jesu poteskoc¢e u socijalnoj
verbalnoj i neverbalnoj komunikaciji te stereotipni, repetitivni obrasci ponasanja. Dijagnoza se
najcesce postavlja oko tre¢e godine Zivota, iako se simptomi poremecaja mogu uociti ve¢ u
prvim mjesecima Zivota. Diferencijalno dijagnosti¢ki potrebno je u obzir uzeti poremecaje
sluha 1 vida, specificne poremecaje govora i komunikacije, intelektualno zaostajanje te

poremecaje privrzenosti (12, 13).



Monozigotni blizanci pokazuju povecanu konkordanciju §to upucuje na genetsku
podlogu bolesti. Studije su pokazale povezanost s genskim lokusima na 1p, 2q, 3q, 7q, 11, 15q,
16p 1 17q. Pervazivni razvojni poremecaji pojavljuju se kod djece s tuberoznom sklerozom,
sindromom fragilnog X-kromosoma, Williams-Beurenovim i Prades-Willijevim sindromom, te

sindromom Cornelia De Lange (13, 14).

1.1.4. Nedostatak paZnje i aktivnosti

Nedostatak paznje i1 aktivnosti (engl. attention deficit hyperactivity disorder, ADHD)
neurorazvojno je odstupanje karakteriziran izrazitim poremecajem paznje i koncentracije,
pretjeranom aktivnosti 1 impulzivnim ponasanjem koji uzrokuju poteSkoce u osobnom i
socijalnom funkcioniranju. Prevalencija ADHD-a iznosi 5,3%, a ¢e$¢i je kod dje¢aka u omjeru
3-5:1 (12).

Prvi simptomi se pojavljuju prije 12. godine zivota. Klinicka slika moze se prezentirati
predominantno poremecajem koncentracije, predominantno hiperaktivno$¢u te kombinacijom
poremecaja koncentracije i aktivnosti (15).

ADHD multifaktorski je poremecaj. Prenatalni ¢cimbenici koji utjeu na razvoj mozga,
poput pusenja, konzumacije alkohola i droga majke, nedonosSenost, infekcije te prenatalna i
perinatalna oStecenja mozga, povecavaju rizik od razvoja ADHD-a. Bitan ¢imbenik rizika
takoder je 1 teSka socijalna deprivacija u ranom djetinjstvu. Cijelogenomske su studije

identificirale 12 genskih lokusa koji su povezani s oko 22% slucajeva (15).

1.1.5. Cerebralna paraliza

Cerebralna paraliza je neprogresivni neurorazvojni poremecaj kretanja, polozaja i
tonusa. Nastaje zbog oSte¢enja neuronskih kortikalnih i subkortikalnih puteva u prenatalnom,
perinatalnom i ranom postnatalnom razdoblju. Cerebralna je paraliza Cesto udruZena s
intelektualnim potesko¢ama, epilepsijom, oSteCenjima vida i sluha te poremecajima
komunikacije i ponasanja. Ucestalost cerebralne paralize iznosi 1-2/1000 Zivorodene djece
(16).

Ostecenja srediSnjeg ziv€anog sustava najces¢e nastaju prenatalno, a uzrokovana su
hipoksijom i ishemijom, intrakranijalnim krvarenjima, intrauterinim infekcijama te razvojnim
anomalijama mozga. Klinicka slika uvelike ovisi o lokalizaciji i proSirenosti oStecenja te
gestacijskoj dobi. Bijela tvar, posebice oligodendroglija, izrazito je osjetljiva izmedu 24. i 34.

donesenog novorodenceta. Taj fenomen nazivamo selektivna vulnerabilnost (16).



Prema programu platforme SCPE-a (engl. surveillance of cerebral palsy in Europe),
cerebralnu paralizu dijelimo na spasti¢ni, diskinteski i ataksicki oblik, od ¢ega je spasti¢ni oblik
najceséi (85% slucajeva), a ataksiCki najrjedi. Prema tradicionalnoj, topografskoj podjeli
cerebralna paraliza moze se ocitovati kao parapareza, hemipareza, dipareza, tetrapareza te
monopareza. Cerebralnu se paralizu jo§ moze klasificirati po tezini bolesti po procjeni grube
motoricke funkcije (engl. gross motor function classification system, GMFCS) u pet stupnjeva

(16).
1.1.6. Epilepsije i epilepticki sindromi

Epilepticki napadaj posljedica je naglog nekontroliranog hipersinkronog izbijanja
kortikalnih ili subkortikalnih neurona. Prema izvoru izbijanja i Sirenja, epilepticki se napadaji
dijele na Zari$ne (parcijalne) i generalizirane. Zari$ni napadaji potjedu iz ograni¢enog dijela
jedne hemisfere mozga, a svijest je potpuno ili djelomi¢no ocuvana. Prezentacija napadaja moZze
biti motorna, senzorna, autonomna, a ovisi o to¢noj lokalizaciji izbijanja bioelektri¢nih impulsa.
Generalizirani napadaj definira istodobno izbijanje bioelektri¢nih impulsa iz obje hemisfere uz
gubitak svijesti. Generalizirani napadaji mogu biti konvulzivni ili nekonvulzivni (17).

Procjenjuje se da 1-1,5% svjetske populacije boluje od epilepsije, $to ju svrstava medu
naj¢eS¢e neuroloske bolesti. Epilepsiju definira pojava dvaju ili viSe neprovociranih
epileptickih napadaja u razmaku vecem od 24 sata (18). Epilepticki sindromi skup su simptoma
1 znakova koji ¢ine prepoznatljivi poremeca;j.

Epilepsije i epilepticke sindrome mozemo klasificirati prema etiologiji, dobi zivota kada
se pojavljuju, te lokalizaciji ishodiSta napadaja. Etioloski ih klasificiramo kao idiopatske
(predominantno monogenske ili poligenske), simptomatske (povezane s drugim razvojnim i
prirodenim poremecajima), provocirane i kriptogene (19).

Pretpostavlja se da je 70-80% epilepsija uzrokovano genetskim, dok je ostatak
uzrokovan ste€enim promjenama. Wang i sur. podijeli su 977 gena povezanih s epilepsijama u
kategorije: 84 gena kojima je epilepsija primarni fenotip, 73 gena povezana s teSkim
anomalijama mozga i epilepsijama, 536 gena koji uzrokuju druge neuroloSke poremecaje uz
epilepsije te 284 gena koji su potencijalni uzrocnici epilepsija (20). U Tablici 3. su navedeni

primjeri epilepsija i epileptickih sindroma te pojedini geni koji ih mogu uzrokovati (21).



Tablica 3. Epilepsije/epilepticki sindromi i geni odgovorni za nastanak bolesti

Epilepsija/epilepticki sindrom Geni
Benigne familijarne neonatalne konvulzije KCNQ2, KCNQ3
Benigne familijarne infantilne konvulzije PRRT2, SCN24
X-vezani infantilni spazmi CDKL5, ARX

SCNIA, SCN24, GABRG2, GABRAI, PCDHI9,
STXBPI, HCNI

Dravetin sindom

Generalizirana epilepsija s febrilnim SCNIA, SCN2A4, SCNIB, GABA-A, GABRD,
konvulzijama (GEFS) GABRG2
Progresivna mioklona epilepsija EMP2A/1aforin, EMP2B/malin, Cystatin B
Fokalne epilepsije CHRNA2, CHRNA4, CHRNB2
Westov sindrom TSCI, CDKL5, ARX, STXBPI

Lennox-Gastaut sindrom CHD?2




1.2. DNK i kromosomi

Deoksiribonukleinska kiselina (DNK) je osnovni predlozak koji omogucuje prijenos

genetickih informacija s jedne generacije na drugu. DNK je tijekom procesa stanicne diobe
gusto kondenzirana u strukture koje nazivamo kromosomima. Somatske stanice ljudi
sadrzavaju 46 kromosoma, od ¢ega 22 para autosomnih i jedan par spolnih kromosoma.
Svaki se kromosom sastoji od dvaju istovjetnih lanaca, sestrinskih kromatida. Kromatide se
medusobno povezane strukturom nazvanom centromera. Centromere su odgovorne za
pomicanje kromosoma u stani¢noj diobi te dijele kromosome na dva kraka: dugi q (franc.
grand) 1 kratki p (franc. petite) krak (22).

Na kraju svakog kromosoma nalaze se telomere Cije je glavna funkcija ocuvanje
strukture kromosoma. Telomere u ljudskim stanicama sastavljene su od ponavljajuc¢ih
TTAGGG sljedova za c¢ije je oCuvanje odgovoran enzim telomeraza. Naime, postupno
skrac¢ivanje telomera je normalan proces stani¢nog starenja kojeg kontroliraju telomeraze, stoga
vecina stanica koje se dijele ne mogu proci vise od 50-60 stani¢nih dioba (22).

S obzirom na polozaj centromere kromosome dijelimo na metacentrine,
submetacenti¢ne i akrocentricne kromosome. Metacentriénim kromosomima centromera se
nalazi na sredini kromosoma, dok se submetacentricnim kromosomima nalazi izmedu sredine
1 kraja kromosoma. Akrocentri¢nim kromosomima centromera se nalazi na kraju kromosoma.
Oni mogu ponekad imati kratke nastavke, satelite, koji sadrze viSestruke kopije gena koji

kodiraju ribosomsku RNK (22).

1.2.1. Ljudski genom

Procjenjuje se da ljudski genom sadrzava 25 do 30 tisuca gena, Sto ¢ini manje od 2%
ukupne DNK. Ostatak DNK ¢ini takozvana ne-kodiraju¢a DNK, ¢esto nazivana i DNK-smece
(engl. junk DNA). Ne-kodiraju¢a DNK sadrzava intergensku DNK, koja ¢ini oko 75% genoma,
te introne, koji Cine oko 24% ukupnog genoma. Geni nisu jednoliko rasporedeni po
kromosomskim regijama. Najgu$¢e ih nalazimo u subtelomerickim regijama, dok su
centromericke 1 heterokromatinske regije uglavnom ne-kodirajuce. Distribucija gena varira i
medu kromosomima, pa su tako 19. i 22. kromosom bogati genima, a 4. 1 18. kromosom
sadrzavaju mnogo manje gena (23).

Osim jezgrine DNK, svaka stanica sadrzava kruznu dvolan¢anu DNK veli¢ine 16,6 kb,
nazvanu mitohondrijska DNK (engl. mitochondrial DNA, mtDNA). Mitohondrijska DNA
kodira 37 gena, od ¢ega je 13 gena za sintezu polipeptida ukljuenih u proces oksidativne

fosforilacije (24).



1.3. Klasifikacija nasljednih bolesti

Fenotip svakog pojedinca odreden je unutarnjim, naslijedenim faktorima (genotipom)
te nizom vanjskih, okoliSnih ¢imbenika. Neke, naoko isklju¢ivo nasljedne bolesti, mogu biti
modificirane vanjskim ¢imbenicima, te posljedi¢no imati uvelike varijabilan fenotip. Primjer
takve bolesti je fenilketonurija, uzrokovana mutacijom u genu za enzim fenilalanin hidroksilazu
(PAH). Defektan enzim PAH ne moZze oksidirati aminokiselinu fenilalanin u tirozin, pa dolazi
do nakupljanja fenilalanina i njegovih metabolita u tkivima. Nakupljanje fenilalanina uzrokuje
trajna oStecenja mozga. Uklonimo 1i u prvim danima Zivota aminokiselinu fenilalanin iz
prehrane, dijete e se razvijati bez poteskoca (25).

Nasljedne bolesti dijelimo na kromosomske anomalije, monogenske nasljedne bolesti
koje slijede Mendelove zakone, monogenske bolesti koje ne slijede Mendelove zakone i

poligenske nasljedne bolesti (25, 26)

1.3.1. Kromosomske anomalije

Kromosomske anomalije dijelimo na numericke i strukturne. Za numeri¢ke anomalije
se vjeruje da nastaju kao rezultat nerazdvajanja kromosoma tijekom mejoze. Rezultat
nerazdvajanje jest jajna stanica ili spermij koja posjeduje kromosom viska ili taj kromosom
nedostaje. Nerazdvajanje kromosoma moze se dogoditi i u ranim mitotickim diobama zigote,
pa nastaju populacije stanica razli¢itog genotipa. Taj se fenomen naziva mozaicizmom. Fenotip
mozai¢nih pojedinaca ovisi o kona¢nom omjeru zdravih i aneuploidnih stanica. NajceSce
numericke anomalije autosomnih kromosoma su trisomija 21 (sindrom Down), trisomija 18
(sindrom Edwards) te trisomija 13 (sindrom Patau). Monosomije autosomnih kromosoma
letalne su intrauterino, pa ih stoga ni ne susre¢emo u populaciji.

Numericke anomalije spolnih kromosoma ocituju se blazim poremecajima u fenotipu
od anomalija autosoma. Blazi poremecaji se mogu djelomi¢no objasniti fenomenom
inaktivacije X kromosoma u Zenskim somatskim stanicama. Proces inaktivacije X kromosoma
se naziva i lajonizacija (engl. /yonization) po britanskoj geneticarki Mary Lyon koja ga je prva
opisala 1961. godine. Inaktivni X kromosom svjetlosnim se mikroskopom moze vidjeti na rubu
stani¢ne jezgre u obliku gusto kondenziranog kromatina nazvanog Barrovo tjeleSce. Smatra se
da se lajonizacija dogada nasumicno, sto znaci da neke stanice imaju inaktiviran X kromosom
paternalnog podrijetla, dok druge imaju inaktiviran X kromosom maternalnog podrijetla.
Najcesce gonosomske aberacije su: Turnerov sindrom (45, X0), Klinefelterov sindrom (47,

XXY), sindrom triplo X (47, XXX) 147, XYY sindrom (26).



Strukturne anomalije pojavljuju se ceS¢e u populaciji od numeri¢kih anomalija.
Strukturne anomalije ukljucuju translokacije, delecije, insercije, duplikacije i inverzije.
Translokacija jest prijenos dijela genetickog materijala s jednog kromosoma na drugi, a nastaju
zbog lomova u kromosomima te mogu biti balansirane i1 nebalansirane. Balansirane
translokacije imaju ocuvanu kromosomsku masu, a samim time i1 ocuvan genom.
Nebalanisirane translokacije sadrzavaju viSak ili manjak kromosomske mase, te uzrokuju
odstupanja u fenotipu. Balansirana reciprocna translokacija nastaje zbog lomova dvaju
nehomolognih kromosoma koji zatim zamjene mjesta svojih odlomljenih dijelova. Ukoliko se
kromosomski lom dogodi u kodiraju¢em dijelu gena, ocitovati ¢e se fenotip koji je posljedica
disfunkcije tog gena, iako je translokacija balansirana. Balansirana Robertsonova translokacija
ili akrocentri¢na fuzija nastaje kada se dugi krakovi akrocentrika spoje. Kratki krakovi nemaju
vazno fenotipsko znacenje pa se tijekom diobe stanice izgube. Nebalansiranu Robertsonovu
translokaciju nalazimo u 5% sluc¢ajeva Downovog sindroma. Terminalna delecija je gubitak
terminalnog dijela kromosoma. Izokromosom nastaje kada se centromera ne podijeli uzduzno
na dvije sestrinske kromatide, nego poprjecno, razdvajaju¢i duge krakove od kratkih krakova
(Slika 1). Izokromosom najc¢eSce nastaje od dugih krakova X kromosoma, a kratki krakovi se
izgube tijekom diobe stanice. Takvu anomaliju nalazimo u 10% Zena s Turnerovim sindromom.
Kromosomska inverzija nastaje kada se dogode dva loma na istom kromosomu, a zatim pri
ponovnom spajanju krhotina zauzme obrnuti smjer. Ako lomovi nastaju na istoj strani
centromere, inverziju zovemo paracentricnom, a ako nastaju na suprotnim stranama
centromere, pericentricnom inverzijom. Ispoljavanje fenotipa ovisi o balansiranosti

kromosomske mase (25, 26).
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Slika 1. Prikaz klasi¢nog kariotipa: 47, XX, +i(18)(p10). Kod ove ispitanice pronaden je
izokromosom nastao od kratkih krakova kromosoma 18. (Izvor: Arhiva Citogentickog

laboratorija KBC-a Split)

1.3.2. Mendelski nasljedne bolesti

Gregor Mendel je 1860-ih godina opisao svoja zapazanja i promjene prilikom krizanja
zelenog graSka. Osobitosti promjena koje je uocio, danas mozemo primijetiti i na drugim
vrstama, pa tako i ljudima. Mendelski nasljedne bolesti mogu biti autosomno dominantne,
autosomno recesivne te spolno vezane bolesti (26).

Autosomno dominantno svojstvo je ono svojstvo koje se ocituje u heterozigotnom
obliku. Autosomno dominantne bolesti prate vertikalni obrazac nasljedivanja, odnosno prenosi
se generacije na generaciju. Homozigoti za autosomno dominantnu nasljednu bolest mogu biti
jednako ili teze pogodeni od heterozigota. Tezina klinicke slike osobe s autosomno
dominantnom bolesti moze uvelike varirati. Stupanj ocitovanja odredenog fenotipa nazivamo
ekspresivnost. Ekspresivnost nekog gena obiljezje je svakog pojedinog nositelja mutiranog
gena. Postotak eksprimiranog fenotipa kod osoba nositelja mutiranog gena nazivamo
penetrantnost. Penetrantnost je obiljezje odredene populacije ili obitelji koji su nosioci

mutiranog gena (25).
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Autosomno recesivno svojstvo se ocituje samo u homozigotnom obliku. Osobe,
heterozigoti za odredeno svojstvo nepogodeni su nosioci mutiranih alela. S obzirom da je
ucestalost recesivnih gena u genetskom bazenu vrlo niska, ispitivanjem obiteljske anamneze i
rodoslovnog stabla ¢esto mozemo otkriti da su roditelji oboljelih osoba u krvnom srodstvu,
odnosno konsangvini (26).

X-vezane nasljedne bolesti nastaju zbog mutacija na X kromosomu. Mogu biti X-
vezane recesivne te X-vezano dominantne bolesti. Fenotip X-vezano recesivnih bolesti nije
eksprimiran kod Zena. Zene su zdrave prenositeljice koje mogu prenijeti mutaciju na svoje
potomstvo. Na Slici 2 vidimo primjer rodoslovlja s X-vezanom recesivnom bolesti. U prvoj i
drugoj generaciji majke su heterozigotni zdravi prenositelji. 50% njihove Zenske djece ¢e biti
zdravo, dok ¢e 50% biti zdrave prenositeljice. Isto tako, polovina njihove muske djece biti ¢e
zdrava, a polovina ¢e biti pogodena, odnosno biti ¢e hemizigoti. U tre€oj generaciji muskarac,
oboljeli hemizigot, prenosi na s svoju kéeri mutirani alel, $to znaci da ¢e sve kéeri biti zdravi
heterozigoti. Oboljeli muskarac nikada ne moZe prenijeti mutirani alel na svoju musku djecu.
Ukoliko kod heterozigotnih zena dode do neuobicajene lajonizacije, a samim time i pojacane
inaktivacije X kromosoma s normalnim alelom, moze do¢i do ispoljavanja fenotipa bolesti. U

takvim se slu¢ajevima radi o fenotipu slabije ekspresivnosti (25, 26).

Slika 2. Primjer rodoslovlja s X-vezanom recesivhom bolesti. (Slika dostupna na:

https://medicine.tamu.edu/class-files/webpath16/genhtml/genet054.htm)

Kod X-vezano dominantnih bolesti, pogodeni mogu biti i musSkarci i Zene. Bolesna
majka, heterozigot za mutirani alel, prenosi bolest na 50% svojih potomaka. Bolesni otac ne
moze prenijeti bolest na svoje sinove, dok ¢e sve njegove kceri biti bolesne. Primjer je X-vezane

dominantne bolesti obiteljska hipofosfatemija (25).
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1.3.3. Monogenski nasljedne bolesti koje ne prate Mendelove zakone

Mnoge monogenske nasljedne bolesti ne prate Mendelove zakone nasljedivanja. Takve
bolesti mozemo svrstati u nekoliko kategorija: mitohondrijske nasljedne bolesti, dinamicke

mutacije 1 bolesti kao posljedica unipateralne disomije i genomskog biljegovanja.

1.3.3.1. Mitohondrijske bolesti

Bolesti nastale mutacijama unutar mitohondrijskog genoma prenose se po tipu
maternalnog nasljedivanja. Mutacije mtDNK deset su puta ucestalije od mutacija nuklearne
DNK. Isti mitohondrij moZe sadrzavati i normalnu i mutiranu mtDNK, §to nazivamo
heteroplazmijom. Heteroplazmija dovodi da razlicite eksprimiranosti patoloSkog fenotipa u
razli¢itim tkivima i organima. Tezina klinic¢ke slike takoder ovisi i o potrebi zahvacenog tkiva
za energijom te dobi nosioca mutacije. Zapazeno je da se s godinama Zivota povecava udio
mutiranih mtDNK, §to dovodi i do kasnije pojave simptoma mitohondrijske bolesti. Do danas

je opisano oko 50 mitohondrijskih nasljednih bolesti (24-26).

1.3.3.2. Dinamicke mutacije

Ljudski genom sadrzava mnogo repetitivnih sljedova DNK, a oni uglavnom ¢ine
nekodirajuée dijelove genoma. Dio repetitivnih sljedova smjesteno je unutar gena i upravo su
oni bitni za nastanak patoloskih stanja. Relativno kratki sljedovi, do nekoliko desetaka
trinukleotida, normalan su dio genoma. Ukoliko dode do neprimjerenog produljivanja slijeda
trinukleotida, dolazi do ekspresije fenotipa. Dinamicke su mutacije nestabilne te pokazuju
sklonost produljivanju prijenosom iz generacije u generaciju. Ekspresivnost fenotipa u pravilu
je u korelaciji s duljinom produljenog slijeda trinukleotida. Sto je slijed duzi, to je klini¢ka slika
teza te se oCituje ranije u zivotnoj dobi. Taj fenomen nazivamo anticipacijom. Neki pojedinci
imaju broj trinukleotida izmedu normalnog i patoloSkog. Takve promjene nazivamo
premutacijama, a one nose povecani rizik od produljivanja broja tripleta i ispoljavanja bolesti
u potomstva (25, 26). Primjeri bolesti uzrokovanih dinami¢kim mutacijama prikazani su u

Tablici 4.
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Tablica 4. Primjeri najpoznatijih bolesti uzrokovanih dinami¢kim mutacijama

Gen odgovoran Patogeni broj
Bolest Lokus gena Trinukleotid
za bolest ponavljanja
Fragilni X
] FMRI1 Xq27.3 CGG >200
sindrom
Huntingtonova
HTT 4p16.3 CAG >37
bolest
Friedrichova
FXN 9g21.11 GAA 70-1300
ataksija

1.3.3.3. Uniparentalna disomija i genomsko biljegovanje

Unipateralna disomija je pojava kada neka osoba nosi oba homologna kromosoma
naslijedena od samo jednog roditelja, a ne po jedan kromosom od svakog kako je normalno. Na
Slici 3. mozemo vidjeti dva moguc¢a mehanizma nastanka uniparentalne disomije. Ako u mejozi
I dode do nerazdvajanja homolognih koromosoma, a zatim se u mejozi II sestrinske kromatide
obaju kromosoma razdvoje, te se gameta oznacena slovom c ili d oplodi, dolazi do nastanka
zigote koja je trisomi¢na za taj kromosom. Pretpostavlja se da ako uslijedi gubitak kromosoma
drugog roditelja, dolazi do fenomena uniparentalne heterodisomije. Ukoliko u mejozi Il ne dode
do razdvajanja sestrinskih kromatida, a gameta oznacena slovom f'se oplodi, dolazi do nastanka
zigote s trisomijom tog kromosoma. Ukoliko dode do gubitka kromosoma drugog roditelja, tu
pojavu nazivamo uniparentalna izodisomija. Naziv heterodisomija upucuje na naslijedena dva
razli¢ita homologa, dok izodisomija upucéuje na naslijedene dvije kopije istog homolognog

kromosoma (25-27).
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Slika 3. Uniparentalna disomija. Slika prikazuje nastanak heterodisomije te izodisomije u
gametama. (Slika dostupna na: https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-

B9781416049074000310-gr7.jpg)

Genomsko biljegovanje ili utiskivanje (engl. genomic imprinting) epigenetska je pojava
pri kojoj fenotip nekog gena ovisi o tome je li taj gen naslijeden od oca ili majke. Genomsko
biljegovanje posredovano je metilacijom DNK tijekom gametogeneze, a prolazi ga samo mali
dio gena. Do danas je poznato 228 utisnutih ljudskih gena (27).

Primjeri uniparentalne disomije i genomskog biljegovanja su Prader-Willjjev i

Angelmanov sindrom, te Berckwith-Wiedemannov i Russel-Silverov sindrom (25).

1.3.4. Multifaktorske nasljedne bolesti

Multifaktorske bolesti predstavljaju veliku skupinu bolesti koje vjerojatno nastaju zbog
djelovanja viSe gena, ali 1 okoli$nih ¢imbenika. Iako se svaki od gena nasljeduje mendelski,
konacna bolest koja nastaje zbrajanjem ucinka svih gena ne prati Mendelove zakone
nasljedivanja. Takve gene nazivamo dispozicijskim genima. Pretpostavka je da svaki od tih
gena nije dovoljno jak da se samostalno o€ituje u fenotipu, ali kumulativno s drugim genima
moze dovesti do ekspresije patoloskog fenotipa. Budu¢i da su genetski i okoli$ni faktori u
multifaktorskim bolestima ¢esto nepoznati, nije moguce izracunati rizik od ponavljanja bolesti
u odredenoj obitelji. Generalno se moze zakljuciti da je bliska rodbina u veéem riziku od

ponavljanja bolesti, §to je fenotip bolesti tezi (25, 26).
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1.4. Klasi¢na i molekularna citogenetika

1.4.1. Klasi¢na kariotipizacija

Klasi¢na kariotipizacija morfoloski je prikaz svih somatskih kromosoma u metafazi
stani¢ne diobe. Za analizu se najc¢eSc¢e koriste kultivirani limfociti periferne krvi, ali se mogu
koristiti 1 kultivirani fibroblasti iz bioptata koze, stani¢ne koStane srzi, stanice kulture amnijske
tekucine ili stanice bioptata korionskih resica. Stanice se najcesée boje posebnom tehnikom po
Giemsi, G-pruganje. Rutinski kariogram prikazuje oko 400-550 kromosomskih pruga koje se
prema medunarodnom dogovoru (engl. the International System for Human Cytogenetic
Nomenclature, ISCN) numeriraju od centromere prema periferiji (Slika 4). Razluc¢ivost pruga

moze se povecati i do 850 posebnim metodama prikaza kromosoma u prometafazi (22).

25 25 ST 25.2
24 24 24.2 g:f
23 23 23 .
5 22.3 22.3
22.2 351 22.2 55,5
21,33
P 21.32
21.3 1.3 L5
21.2 21.2 21.2
21.1 2.1 2141
12.3
12.2
11,2 = 11.3 2 11.2 1zed
1.1 1.1 1.1 11a 1.1 112
12 12 12
13 13 Y. i 13
14 14 i 14.2
15 15 15
5 16.1 16.1
T2 16.3 16.3 182
21 21 21
q 22.1 22.1
22.2 22.2
22 22.31
22.32
22.3 22.33
23.1 23.1
23 23.3 23.2 23.2 23.3
24.1
24 24 24.2
24.3
25.1 25.1
25 5.4 25.2 25.2 e s
26 26 26
27 27 27

Slika 4. Prikaz ideograma kromosoma 6 s ISCN numeriranjem u razli¢itim rezolucijama

pruga.
(Slika dostupna na:
http://www.pathology.washington.edu/research/cytopages/idiograms/human/)
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1.4.2. Fluorescentna in situ hibridizacija

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) metoda je molekularne citogenetike kojom se
mogu otkriti submikroskopske promjene kromosoma. Temelji se na spajanju kratkih
fluorescentno obiljezenih DNK sondi s komplementarnim slijedom ispitivane DNK. Rezultati
se potom ocitavaju upotrebom fluorescentnog mikroskopa (Slika 5). Prednost je ove metode
mogucénost primjenjivanja i na stanicama u interfazi, Sto, za razliku od klasi¢ne kariotipizacije,
znatno ubrzava dobivanje rezultata. Razlikujemo centromerne sonde, jedinstvene sonde
specificne za cijeli ili dio kromosoma, te sonde za mala podru¢ja eukromatina. FISH tehnikom
takoder mozemo pregledati i cijeli genom metodom visebojne kariotipizacije, kojom se mogu

otkriti mnogo manje promjene koje nisu vidljive klasi¢cnom kariotipizacijom (22, 25).

Slika 5. Rezultati FISH-a na metafaznim kromosomima za sindrom Williams-Beuren. Na slici
se vide dva kontrolna zelena signala koji oznacavaju sondu za kromosom 7 te samo jedan crveni
signal koji obiljezavaju ELN gen (7ql11.23). Nedostatak drugog crvenog signala oznacava
mikrodeleciju u regiji 7ql11.23, §to je patognomoni¢no za sindrom Williams-Beuren.

(Izvor: Arhiva Citogenetickog laboratorija KBC-a Split)

1.4.3. Kromosomski microaaray

Kromosomski microarray (engl. chromosomal microarray analysis, CMA) metoda je
molekularne citogenetike koja detektira promjene u broju DNK kopija (engl. copy number
variants, CNV). CMA ujedinjuje dvije tehnologije: komparativnu genomsku hibridizaciju 1

microarray polimorfizma jednog nukleotida (28).
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Komparativna genomska hibridizacija (engl. comparative genomic hybridization,
CGH) usporeduje ispitivanu DNK s normalnom kontrolnom DNK. Oba uzorka se fragmentiraju
1 bojaju dvjema flourescentnim bojama, te se potom u jednakim omjerima postavljaju na
staklene ili silikonske matrice (engl. CGH array) koje sadrzavaju mnogobrojne predefinirane
DNK probe. Obje fragmentirane DNK se kompetitivno vezu za komplementarne probe matrice.
Intezitet fluorescencije zatim se o€itava posebnim digitalnim programima. Rezultat se prikazuje
kao omjer hibridizacije ispitivane i1 kontrolne DNA (25, 28). Omjer ve¢i od 1 upucuje na

duplikaciju, dok omjer manji od 1 upuéuje na deleciju (Slika 6).

TN TN

Slika 6. Prikaz rezultata CMA ispitanika s mikrodelecijom i mikroduplikacijom na kromosomu
18. Kod ovog ispitanika mikroduplikacija je klasificirana kao VUS, a mikrodelecija kao
patogena varijanta. (Izvor: Arhiva Citogenetickog laboratorija KBC-a Split)

Microarray polimorfizama jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism,
SNP) koristi matrice oligonukleotida visoke gustoée. Za odabrane probe je poznato da pokazuju
varijacije za jedan par baza medu pojedincima. Za razliku od CGH microarray-a, na matricama
SNP microarray-a hibridizira se samo ispitivana DNK, te se mjeri apsolutna fluorescencija koja

se potom usporeduje s kontrolnim matricama (28, 29).
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CMA moze detektirati promjene od 50-100 Kb, dok klasi¢na kariotipizacija moze
prikazati delecije i1 duplikacije veli¢ine 5-10 Mb. Promjene CNV-ova interpretiraju se kao
patogene, vjerojatno patogene, nejasnog znacenja (engl. variants of uncertain significance,
VUS), vjerojatno benigne i benigne, prema smjernicama Americkog koledza za medicinsku
genetiku i genomiku (engl. American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG).
Patogene i vjerojatno patogene varijante broja kopija smatraju se znaCajnima za etiologiju

poremecaja (30-32).
1.4.4. Sekvenciranje sljedece generacije

Sekvenciranje sljedece generacije (engl. next generation sequencing, NGS) ili masivno
paraleleno sekvenciranje genetiCke su metode koje su napravile revoluciju u genetskim
istrazivanjima te zamijenile tradicionalno sekvenciranje po Sangeru. NGS paralelno sekvencira
DNK na milijjune malih fragmenata, koji se potom mapiraju i usporeduju s kontrolnim
genomom. NGS su metode ciljani paneli gena, sekvenciranje cijelog egzoma (engl. whole
exome sequencing, WES) 1 sekvenciranje cijelog genoma (engl. whole genome sequencing,
WGS) (33, 34).

Varijante gena dobivene sekvenciranjem sljede¢e generacije interpretiraju isto kao i
varijante kopija gena: patogene, vjerojatno patogene, varijante nejasnog znacenja (engl. variant
of uncertain significance, VUS), vjerojatno benigne te benigne. ACMG i1 Americko udruzenje
za molekularnu patologiju (engl. American Association for Molecular Pathology, AMG)
postavili su smjernice i preporuke za interpretaciju genskih varijanti za genetske laboratorije i
klinicke genetiCare. Pronalazak patogene ili vjerojatno patogene varijante gena smatra se
potvrdom genetske etiologije poremecaja (35, 36).

NGS koristi se kada drugim genetickim istrazivanjima nije potvrdena klinicka
dijagnoza, a postoji osnovana sumnja na genetsku etiologiju poremecaja. Pri dijagnostici
neurorazvojnih poremecaja, dijagnosti¢ki doprinos (engl. diagnostic yield) metoda NGS-a, u
razli¢itim studijama, iznosio je 16-50% (2, 35).

Paneli gena koriste se za dijagnosticiranje poremecaja koji imaju mogucu genetsku
etiologiju. Sadrzavaju gene koji su povezani ili se sumnja da su povezani s odredenim

poremecajem ili skupinom poremecaja, primjerice paneli gena za epilepsiju (36).
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Slika 7. prikazuje rezultate sekvenciranja cijelog genoma kod ispitanika s poremecajem
govora te intelektualnim i bihevioralnim poteSko¢ama. Kod ispitanika je primarno klasi¢nom
kariotipizacijom pronadena prividno balansirana translokacija 46, XY, t(12;18)(q22;q12.3)
nastala de novo (A). Potom je u€injen WGS pri kojem se pronade disrupcija u intronu 2 gena
SETBPI (B-E). Gubitak funkcije (engl. loss of function, LOF) SETBPI gena dovodi do

autosomno dominantnog intelektualnog odstupanja, tip 29.
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Slika 7. Prikaz rezultata sekvenciranja cijelog genoma ispitanika s prividno balansiranom
translokacijom.

(Izvor: Vrkic Boban I, Sekiguchi F, Lozic M, Miyake N, Matsumato N, Lozic B. A novel
SETBP1 gene disruption by a de novo balanced translocation in a patient with speech

impairment, intellectual and behavioral disorder. Pediatr Genet. 2020)
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti ucestalost pojedinih neurorazvojnih poremecaja kod ispitanika upucenih na
geneticko testiranje.

2. Odraditi udio ispitanika s neurorazvojnim pormec¢ajem kojima je nekom od metoda
genetickog testiranja dokazana promjena u genomu.

3. Odrediti dijagnosticki doseg pojedinih metoda genetickog testiranja.

4. Odrediti udio ispitanika kojima je dokazana promjena u genomu, a pored
neurorazvojnog poremecaja u fenotipu imaju pridruzenu dismorfiju lica, razvojnu
anomaliju mozga ili druge kongenitalne anomalije.

5. Usporediti dijagnosticke dosege pojedinih metoda genetickog testiranja s dostupnom

literaturom.
2.2. Hipoteza

Veci dijagnosticki doseg imati ¢e novije metode genetiCkog testiranja poput CMA i
sekvenciranja sljede¢e generacije, te njima treba davati prednost pri utvrdivanju geneticke

etiologije neurorazvojnih poremecaja.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Ispitanici

U razdoblju od 1. sije¢nja 2016. do 31. prosinca 2019. pri Citogenetskom laboratoriju i
Ambulanti medicinske genetike KBC-a Split, obradeno je 207 ispitanika upucenih na geneticko
testiranje od strane neuropedijatara pod dijagnozom nekog od neurorazvojnih poremecaja.
Kriteriji ukljucenja: Ukljuceni su svi ispitanici s neurorazvojnim poremecajima koji su bili
testirani klasicnom citogenetikom, FISH-om, CMA i nekom od metoda NGS-a.

Kriteriji iskljucenja: Iskljuceni su ispitanici sa sindromom Down, Edwards, Patau i Turner,

ispitanici s izoliranim oSte¢enjima vida i sluha, te ispitanici s neuromuskularnim bolestima.

3.2. Ustroj istraZivanja

Provedeno je retrospektivno presjecno istrazivanje.

3.3. Eticka nacela

Plan istrazivanja uskladen je s odredbama o zastiti prava i osobnih podataka ispitanika
iz Zakona o zaStiti prava pacijenata (NN169/04) te odredbama Kodeksa lijecnicke etike 1
deontologije (NN55/08, 139/15) i pravilima Helsinske deklaracije WMA 1964-2013 na koje
upucuje Kodeks. Studija je odobrena rjeSenjem pod brojem 2181-147/01/06/M.S.-21-02.

3.4. Opis istrazivanja

Retrospektivnom analizom medicinske dokumentacije izdvojeni su podatci o dobi,
spolu, tipu neurorazvojnih poremecaja, provedenom genetiCkom testiranju, prisutnosti
dismorfije, razvojnih anomalija mozga i drugih kongenitalnih anomalija te genotipu. Ispitanici
su podijeljeni u tri skupine s obzirom na dotad provedeno geneti¢ko testiranje: ispitanici s
potvrdenim promjenama u genomu, ispitanici kojima nijednom metodom nisu dokazane
promjene u genomu te ispitanicikoji su u procesu geneticke obrade. Odredena je dob prilikom
dijagnoze genetskog poremecaja. Utvrden je dijagnosticki doseg (engl. diagnostic yield)
pojedinih metoda genetickog testiranja. Prikazani su rezultati pojedinih genetickih testova te
utvrden njihov znacaj za fenotip pojedinih ispitanika. Utvrdena je ucestalost dismorfije lica,
razvojnih anomalija mozga te kongenitalnih anomalija drugih organskih sustava. Dobiveni

podaci usporedeni su s literaturom.
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3.5. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza provedena je softverskim paketom SPSS for MacOS (verzija 28.00,
IBM Corp., Armonk, NY, USA) i Microsoft Excel za MacOS 11.5.2 (Microsoft Corporation).
Fisher's exact testom odredena je razlika u dijagnostickim dosezima ovog istraZivanja s

dijagnostickim dosezima drugih studija. Rezultati su se interpretirali na razini znacajnosti

p=<0,05.
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4. REZULTATI



U istrazivanje je ukljuc¢eno 207 ispitanika s dijagnozom neurorazvojnih odstupanja koji
su geneticki testirani. Za 97 ispitanika dobiven je pozitivan rezultat genetickog testa, za 44
ispitanika negativan rezultat, a za 66 ispitanika rezultati su u izradi. Raspodjela ispitanika prema

broju i spolu u skupinama prikazana je u Tablici 5.

Tablica 5. Prikaz ispitanika prema broju i spolu u skupinama

Karakteristika Pozitivan Negativan Rezultat u
Ukupno
skupine rezultat rezultat izradi
Broj ispitanika 97 (46,9%) 44 (21,3%) 66 (31,8%) 207 (100%)
Spol* M/Z

No (%) 48 (49,5%)/49 27 (61,4%)/17 38 (57,6%)/28 113 (54,6%)/94
0 (70

* M-musko; Z-Zensko

Najveéi je udio ispitanika s pozitivnim rezultatom genetickog testiranja (46,9%).
Raspodjela ispitanika prema spolu pokazala je nesto viSe ispitanika muskog spola u skupinama
s negativnim (61,4%) i1 rezultatom u izradi (57,6%), dok je u skupini s pozitivnim rezultatom

udio ispitanika muskog spola nesto nizi (49,5%).
Na Slici 8. prikazan je graf dobne distribucije pri kojoj je dobiven pozitivan rezultat

genetickog ispitivanja. Medijan dobi pri dijagnozi je 6 godina. Najve¢i udio ispitanika

dijagnosticiran je u Skolskoj dobi.
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Slika 8. Graficki prikaz dobne distribucije pri kojoj je dobiven pozitivan rezultat genetickog

testa.

U Tablici 6. prikazana je distribucija ispitanika prema klini¢koj dijagnozi zbog koje su
ispitanici upuceni na geneticko testiranje. Pod dijagnozom viSestrukih poremecaja ubrojeni su
pacijenti kojima je postavljena dijagnoza viSe od jednog neurorazvojnog poremecaja. Kod 79
(38,2%) ispitanika s viSestrukim neurorazvojnim poremecajima, najvise ispitanika, njih 26

(32,9%) imalo je dijagnozu GDD-a i epilepsije.
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Tablica 6. Distribucija ispitanika prema klasifikaciji neurorazvojnog poremecaja

Pozitivan Negativan Rezultat u
Dijagnoza Ukupno
rezultat rezultat izradi
ID 0 2 1 3 (1,5%)
GDD 37 11 17 65 (31,4%)
Poremecaji govora i
4 4 2 10 (4,8%)
komunikacije
PDD 3 11 10 24 (11,6%)
ADHD 4 2 0 6 (2,9%)
Poremecaji ucenja 1 3 0 4 (1,9%)
Motoric¢ki poremecaji 6 2 4 12 (5,8%)
Epilepsija i epilepticki
prep J P ) P 4 0 0 4 (1,9%)
sindromi
Visestruki poremecaji 38 9 32 79 (38,2%)
Ukupno 97 44 66 207 (100%)

ID-engl. intellectual disability; GDD-engl. global developmental disorder; PDD-engl. pervasive developmental
disorder; ADHD-engl. attention deficit and hyperactivity disorder

U Tablici 7. prikazani su dijagnosticki dosezi koriStenih genetickih testova.

Dijagnosticki doseg oznaCava omjer pozitivnih 1 ukupno ucinjenih testova kod ispitanika s

neurorazvojnim poremecajima.

Tablica 7. Dijagnosticki doseg koriStenih testova

Geneticki test Pozitivni test Ukupno Dijagnosti¢ki doseg
Klasi¢na kariotipizacija 20 207 9,7%
FISH 13 19 68,4%
CMA 53 121 43,8%
ES 8 11 72,7%
WGS 1 1 100%
Panel gena za epilepsiju 17 30 56,7%
Analiza FMRI gena 3 70 4,3%

FISH-fluorescentna in situ hibridizacija; CMA-engl. chromosomal microarray; ES-engl. exome sequencing;

WGS-engl. whole genome sequencing
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Klasi¢nom kariotipizacijom pronadeno je 20 patoloskih nalaza, od cega 7 (35%)
numerickih te 13 (65%) strukturnih anomalija kromosoma. Od strukturnih anomalija pronadene

su 2 inverzije, 7 delecija, 2 translokacije te 2 duplikacije.

Molekularnom metodom FISH od 13 pozitivnih nalaza, 6 (46,2%) ispitanika je imalo
prethodno patoloSki nalaz klasi¢ne kariotipizacije, Sto dovodi do korekcije dijagnostickog
dosega na 36,8%. NajCes¢e postavljena dijagnoza bila je Williams-Beurenov sindrom kod 3

(23,1%) ispitanika.

CMA testiranjem pronadena su 53 pozitivna nalaza, od cega ih je 34 (64,2%)
klasificirano kao patogeno, 4 (7,5%) vjerojatno patogeno te 12 (22,6%) varijanti nejasnog
znacenja. Kod 2 ispitanika pronadena je istodobno patogena te varijanta nejasnog znacenja, a
kod jednog ispitanika po jedna vjerojatno patogena te patogena varijanta. Isklju¢ivanjem
varijanti nejasnog znacenja, dolazimo do dijagnostickog dosega od 33,9%.

U Tablici 8. prikazani s neki od ispitanika kojima je pronadena patogena ili vjerojatno
patogena varijanta broja kopija u genomu te geni koji su odgovorni za nastanak neurorazvojnog

poremecaja.
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Tablica 8. Prikaz 10 ispitanika s patogenim/vjerojatno patogenim varijantama broja kopija u

genomu
Klasifikacija Neurorazvojni Gen odgovoran
No Varijanta broja kopija
varijante poremecaj za poremecaj
(18p11.32p11.21)x4,
P P ) patogena GDD ?
(18q11.1)x4
2 (16p12.2)x1 patogena GDD, epilepsija UQCRC2
3 (Xp11.3)x3 patogena PDD ZNF674
vjerojatno
4 (15q13.3)x1 GDD CHRNA7
patogena
vjerojatno
5 (16p11.2)x1 GDD, PDD TUFM
patogena
6 (9p24.3)x1 patogena GDD DOCKS
vjerojatno poremecaj govora i
7 (15q13.1q13.2)x3 L APBA2
patogena komunikacije

ADHD, poremecaj
8 (16p13.11)x3 patogena . o NDEI
govora i komunikacije

9 (22q13.2q13.33)x1 patogena GDD SHANK3
vjerojatno o

10 (8p22p21.3)x3 GDD, epilepsija PSD3
patogena

GDD-engl. global developmental disorder; PDD-engl. pervasive developmental disorder; ADHD-engl. attention
deficit and hyperactivity disorder
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Od 53 ispitanika s pozitivnim nalazom CMA, kod 32 (60,4%) pronadena je
mikrodelecija, kod 14 (26,4%) mikroduplikacija, a kod 7 (13,2%) ispitanika pronadene su dvije
ili viSe varijanti broja kopija, tj. CNV-ova (Tablica 9).

Tablica 9. Prikaz ispitanika s vise od dvije varijante broja kopija u genomu

Gen/i
Varijanta broja kopija Klasifikacija Neurorazvojni
No odgovorni za
(CNV) varijante poremecaj
poremecaj
(2937.3)x3,
1 patogene GDD HDAC4
(Xq13.2q13.3)x3
(15924.2)x1,
2 patogene GDD, ADHD ?
(22q11.21)x3
18q11.2q12.1)x3, VUS,
3 (18q11.2q12.1) GDD ?
(18921.31g23)x1 patogena
5p15.33p14.2)x1, atogena, ?
A (S5p15.33pl4.2) patog GDD
(5p14.2p14.1)x3 VUS
vjerojatno
(10g26.3)x1,
5 patogena, Epilepsija ?
(12924.21g24.33)x3
patogena
(8924.3)x3,
6 patogene GDD ?
(22q11.21)x3
12p13.33p13.32)x1,
(12p P ) patogene GDD ?

(18q21.22¢23)x3

VUS-engl. variant of uncertain significance; GDD-engl. global developmental disorder; ADHD-engl. attention
deficit and hyperactivity disorder, CNV-engl. Copy number variant

Na Slici 9. prikazan je ideogram kromosoma na kojima su kromosomskim microarray-
om pronadene varijante broja kopija. Crvenom bojom oznacene su mikrodelecije, a plavom

mikroduplikacije. Najvise se CNV-ova nalazi na kromosomima 15 i 22.
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Slika 9. Prikaz ideograma kromosoma s obiljezenim lokusima na kojima su pronadene varijante
broja kopija. (Ideogram kromosoma preuzet s

http://www.pathology.washington.edu/research/cytopages/idiograms/human/)
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U Tablici 10. prikazani su pozitivni rezultati sekvenciranja egzoma. Od 8 pozitivnih

rezultata, pronadeno je 5 (62,5%) patogenih mutacija, 2 (25%) vjerojatno patogene te 1 (12,5%)

mutacija kao varijanta nejasnog znacenja.

Tablica 10. Rezultati sekvenciranja egzoma

Klasifikacija
No Gen Genski lokus Poremecaj
varijante gena
1 DHCR7 11q13.4 patogena Smith-Lemli-Opitz sindom
X-vezano intelektualno
2 TAF1 Xql3.1 patogena
zaostajanje, tip 33
Epilepticka encefalopatija,
3 CACNAIA 19p13.13 patogena
rana infantilna, tip 44
4 HRAS 11pl5.5 patogena Sindrom Costello
AD limb-girdle miSi¢na
5 TNPO3 7q32.1 patogena
distrofija, tip 2
6 LZTRI 22ql11.21 vjerojatno patogena Sindrom Noonan, tip 10
7 AGO2 8q24.3 vjerojatno patogena AD tip 2
8 COL441 13q34 VUS

VUS-engl. variant of uncertain significance

Kod jednog ispitanika, prevedeno je cijelogenomsko sekvenciranje (engl. whole genome

sequencing, WGS). Ispitaniku je primarno klasicnom kariotipizacijom pronadena de novo

nastala, prividno balansirana translokacija (46,XY,t(12;18)(q22;q12.3), a potom je WGS-om

dokazana disrupcija u genu SETBPI koja uzrokuje autosomno dominantno intelektualno

zaostajanje, tip 29 (Slika 7.)
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U tablici 11. prikazani su pozitivni rezultati panela gena za epilepsiju. Od 17 pozitivnih

rezultata, 5 (29,4%) mutacija klasificirane su kao patogene, 4 (23,5%) vjerojatno patogene, te

8 (47,1%) kao varijante nejasnog znacenja.

Tablica 11. Rezultati panela gena za epilepsiju

Klasifikacija
No Gen Genski lokus Poremecaj
varijante gena
Mioklona juvenilna
1 EFHCI 6pl2.2 patogena L
epilepsija
2 TSC1 9q34.13 patogena Tuberozna skleroza, tip 1
NRXNI, 2pl6.3, Pitt-Hopkins-like sindrom,

3 patogena o

CNTNAP2 7935-q36 tip2il

Familijarna epilepsija
4 RELN 7q922.1 patogena
temporalnog reznja, tip 7

BCAP31, Xq28,
5 patogene

MT-ATP6 mtDNK
6 FLNA Xq28 vjerojatno patogena
7 ASPM 1q31.3 vjerojatno patogena AR mikrocefalija, tip 5

AD intelektualno zaostajanje,
8 MBD5 2q23.1 vjerojatno patogena -
tip

9 7S5C2 16q13.3 vjerojatno patogena Tuberozna skleroza, tip 2
10 SCN14 2q24.3 VUS
11 KCNJ10 1q23.2 VUS
12 ADGRV1 5ql14.3 VUS
13 SCN94 2q24.3 VUS
14 SCN34 2q24.3 VUS
15 ADSL 22ql3.1 VUS
16 SCN14 2q24.3 VUS
17 CACNAIA 19p13.13 VUS

VUS-engl. variant of uncertain significance
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Analizom FMRI gena, kod 3 ispitanika pronadena je puna mutacija (>200 ponavljanja
CGG trinukleotida), dok je kod jo$ troje ispitanika pronadena premutacija gena (55-200
ponavljanja CGG trinukleotida).

Dijagnostic¢ki dosezi pojedinih genetic¢kih testova ovog istrazivanja usporedeni su s
dijagnostickim testovima razlicitih studija. Fisher's exact testom dobije se statisti¢ki znacajna
razlika u dijagnostickom dosegu kod klasi¢ne kariotipizacije (P=0,008) i sekvenciranja egzoma
(P=0,006) u usporedbi s literaturom. Dijagnosticki doseg CMA usporeden je s podacima iz
literature na dva nacina. Usporedbom pozitivnih nalaza CMA koje uklju¢uju VUS-eve sa
studijom Sansovi¢ 1 sur., dobije se statisticki znacajna razlika (P=0,014) (31). Takoder
usporedbom pozitivnih nalaza koje iskljucuju VUS-eve s istom studijom, dobije se statisticki
znacajna razlika (P=0,01). Statisticki beznacajna razlika dobije se u usporedbi dijagnostickih
dosega ovog istrazivanja i literature za FISH (P=0,799) i analizu FMR1 gena (P=1).

U Tablici 12. prikazani su rezultati Fisher's exact testova usporedbe dijagnosticki
dosega razlicitih dijagnosti¢kih testova. Izvori dijagnostickih dosega navedeni su u legendi

tablice.

Tablica 12. Rezultati Fisher's exact testova usporedbe dijagnostickih dosega genetickih testova

ovog istrazivanja i podataka iz literature

Dijagnosticki doseg Dijagnosticki doseg

Dijagnosticki test pP*
nase studije (%) iz literature (%)
Klasi¢na kariotipizacija 9,7% 3%* 0,008
FISH 68,4% 64%" 0,799
CMA (ukljucujuéi VUS) 43,8% 31,2%° 0,014
CMA (iskljucujuéi VUS) 33,9% 21,7%° 0,01
ES 72,7% 31%° 0,006
Panel gena za epilepsiju 56,7% 48,5%° 0,616
Analiza FMRI gena 4,3% 3,5%" 1

* Fisher's exact test

Savatt i sur. (2)
®Mendez-Rosando i sur. (37)
¢Sansovi¢ i sur. (31)

d Srivastava i sur. (38)
¢Lemike i sur. (39)

"He¢imovié i sur. (40)
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U Tablici 13. prikazane su neke od fenotipskih karakteristika ispitanika podijeljenih po
skupinama obzirom na rezultat klini¢kog testiranja.

Vecina (61,8%) ispitanika ima dismorfiju lica. Od razvojnih anomalija srediSnjeg
ziv€anog sustava, najcesce su pronadene anomalije u podrucju korpusa kalozuma (lat. corpus
callosum). Medu ispitanicima s drugim kongenitalnim anomalijama, naj¢eS¢e su pronadene

prirodene sréane greske te prirodene greske urogenitalnog sustava.

Tablica 13. Fenotipske karakteristike ispitanika

Negativan
Karakteristika  Pozitivan nalaz | Nalaz u izradi Ukupno
nalaz
fenotipa (N=97) (N=66) (N=207)
(N=44)
Dismorfija lica 65 25 38 128 (61,8%)
Razvojne anomalije
. 27 7 16 50 (24,2%)
SZS-a
Druge kongenitalne
50 22 24 96 (46,4%)

anomalije
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5. RASPRAVA



U ovo istrazivanje ukljuceno je 207 ispitanika s neurorazvojnim odstupanjima upucenih
od strane neuropedijatra na geneticko testiranje. Iskljuceni su ispitanici sa sindromima Down,
Patau, Edwards i Turner, ispitanici s izoliranim oSte¢enjima sluha i vida, te ispitanici s
neuromuskularnim bolestima. Kod 97 ispitanika genetickim testiranjem pronadene su promjene
u genomu, od ¢ega kod 75 (36,2%) ispitanika promjene koje potvrduju geneticku etiologiju
poremecaja, $to je nesto vise nego u dostupnoj literaturi (31%) (39).

Prema istrazivanju Olusanya i sur., udio muskog spola kod djece s neurorazvojnim
poremecajima iznosi 54%, §to je gotovo jednako naSem istrazivanju (54,6%) (7). Raspon dobi
pri dijagnozi pozitivnog genetickog testa u naSem istrazivanju bio je od 1 mjeseca do 25 godina.
Medijan dobi pri dobivanju pozitivnog nalaza iznosi 6 godina, $to je priblizno jednako literaturi
(7).

Dijagnosti¢ki doseg (engl. diagnostic yield) pokazuje kolika je vjerojatnost da ce
odredeni test otkriti dijagnozu. Dijagnosticki doseg pokazatelj je korisnosti testova u
postavljanju dijagnoze. U ovom istrazivanju, odreden je dijagnosticki doseg klasicne
kariotipizacije, FISH-a, CMA-a, sekvenciranja egzoma, panela gena za epilepsiju te analize
FMRI gena.

Klasi¢na kariotipizacija relativno je brz i jeftin test koji se jo§ uvijek najcesce koristi
kao ulazni test u klinickom genetickom ispitivanju. Prema literaturi, dijagnosti¢ki doseg
klasi¢ne kariotipizacije iznosi oko 3%, dok je u ovom istrazivanju 9,7%. Statisticki znacajna
razlika (P=0,008) dobivena Fisher's exact testom, moze se objasniti time $to ne postoje podaci
iz literature isklju¢ivo za neurorazvojne poremecaje (2).

Fluorescentna in situ hibridizacija metoda je molekularne kariotipizacije koja se koristi
najces¢e za potvrdu dijagnoze dobivene klasicnom kariotipizacijom, ali i za dijagnostiku
klini¢ki prepoznatljivih sindroma. Dijagnosticki doseg ovog istrazivanja (68,4%) priblizno je
jednak istrazivanju Mendez-Rosado 1 sur. (64%) (37). Detaljan klinicki pregled uz
prepoznatljivi fenotip utjece na odabir podobnih kandidata za FISH, Sto je u konacnici bitan

faktor za visoki dijagnostic¢ki doseg samog testa.
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Dijagnosticki doseg CMA uvelike ovisi o ubrajanju odnosno isklju¢ivanju varijanti
nejasnog znacenja (engl. variant of uncertain significance, VUS). Dijagnosticki doseg ovog
istrazivanja u kojem su ukljuceni VUS-evi (43,8%) usporedi se Fisher's exact testom s
dijagnostickim dosegom studije Sansovic i sur. (31,2%) 1 dobije se statisticki znacajna razlika
(P=0,014). Potom se usporedi dijagnosticki doseg u koji su ubrojene samo patogene i vjerojatno
patogene varijante (33,9%) s dosegom iste studije (21,7%), te se ponovno dobije statisticki
znacajna razlika (P=0,01) (31). Pregledom dostupne literature, pronade se sustavni pregled
Millera i sur. u kojem su analizirane studije dijagnostickih dosega CMA u dijagnozi
neurorazvojnih poremecaja. U sustavni pregled ukljuceni su dijagnosticki dosezi u kojima su
iskljucene varijante nepoznatog znacenja. Raspon dosega iznosio je od 5,1% do 35% Sto su
sli¢ni rezultati u usporedbi s dijagnostickim dosegom ovog istrazivanja (33,9%) (41).

Dijagnosticki doseg sekvenciranja egzoma ovog istrazivanja (72,7%), usporeden
Fischer's exact testom s meta-analizom dijagnostickog dosega Srivastava i sur. pokazuje
statisticki znacajnu razliku (P=0,006) (38). Dobivena razlika uvelike ovisi 0 malom broju
(N=11) ispitanika ovog istrazivanja, visokoj cijeni samog testa, te o donedavnoj nedostupnosti
pokrivenosti testiranja zdravstvenim osiguranjem u Republici Hrvatskoj. Troskove testiranja
sekvenciranjem egzoma ispitanika ove studije snosili su roditelji ispitanika.

Dostupni paneli gena za epilepsiju razlikuju se medu proizvodacima po broju testiranih
gena, od 35 do preko 300 gena koji su povezani s epilepsijom. U ovom istrazivanju koristeni
su paneli koji su ukljucivali 142 i 290 gena. Pregledom literature, pronade se istraZivanje
Lemike i sur. koji su koristili panel gena s priblizno slicnim brojem gena (265 gena).
Usporedbom dijagnostickog dosega panela gena za epilepsiju ovog istrazivanja (56,7%) i
dijagnostickog dosega studije Lemike i sur. (48,5%), Fisher's exact testom ne dobije se
statisticki znacajna razlika (39).

Usporedbom dijagnostickog dosega analize FMRI1 gena ovog istrazivanja s
istrazivanjem Hec¢imovi¢a 1 sur. na populaciji polaznika specijalnih Skola za intelektualno
zaostalu djecu u Republici Hrvatskoj, Fisher's exact testom ne pronade se statisti¢ki znacajna
razlika (P=1) (40). Nizak dijagnosticki doseg sekvenciranja FMR1 gena, prema Lubali i sur.,
moze se povecati odabirom bolesnika koji odgovaraju fenotipu bolesnika s fragilnim X
sindromom: velike prominentne uske, svijetlo plave oc€i, obiteljska anamneza intelektualnih

odstupanja, spustena stopala (42).
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Pregledom literature, nisu pronadeni standardizirani protokoli za postavljanje geneticke
dijagnoze neurorazvojnih poremecaja. Gotovo svi autori slazu se kako se prednost daje
metodama poput CMA i sekvenciranja sljedece generacije koji imaju daleko vece dijagnosticke
dosege u dijagnosticiranju neurorazvojnih poremecaja od konvencionalnih metoda poput
klasi¢ne kariotipizacije 1 sekvenciranja FMRI gena (2, 31, 36, 38, 39).

Varijante nejasnog znacenja (engl. variants of uncertain significance, VUS) pronadene
su kod 22 (22,7%) ispitanika, Sto odgovara podacima iz literature (2, 31, 38). Klasifikacija
varijanti broja kopija te varijanti sekvence podlozna je promjenama tijekom vremena. Rastuci
broj podataka u bazama poput DECIPHER-a i OMIM-a omogucava periodi¢nu reevaluaciju
pojedinih varijanti, §to ¢esto dovodi do reklasifikacije VUS-eva u benigne ili patogene. Jedno
od istrazivanja, ono Liu i sur. u kojem je provedena reevaluaciju rezultata sekvenciranja egzoma
godinu dana nakon prvog pronalaska promjene u genomu, pokazalo je kako su 23 varijante
nepoznatog znacenja reklasificirane kao patogene (43).

Pronalazak genetske etiologije neurorazvojnih poremecaja bitan je kako u klinickom,
tako 1 u znanstvenom pogledu. Rastuci broj genetski testiranih ispitanika, studija vezanih gena
(engl. linkage studies) 1 asocijacijskih studija, omogucuje bolje razumijevanje patogeneze i
neurobiologije neurorazvojnih poremecaja. U klinickom smislu, pozitivan nalaz klinickog
genetickog testiranja omogucava raniju intervenciju, bolje pracenje te eventualnu promjenu
prethodne terapije. Prema Henderson i sur., kod 54,5% ispitanika dosSlo je do promjene u
pracenju i terapiji nakon dobivenih pozitivnih nalaza CMA (44). Pozitivni rezultati panela gena
za epilepsiju, takoder mogu dovesti do znacajne promjene u terapiji i kontroli epileptickih
napadaja, primjerice kod ispitanika s mutacijom u genu SCNIA, preporuka je izbjegavati
fenitoin i lamotrigin kao terapiju (20).

Rezultati genetickog testiranja bitni su, kako za testiranog ispitanika, tako i za cijelu
njegovu obitelj. Geneticko savjetovanje, nakon pozitivnih rezultata testa, obitelji ispitanika
moze pruziti uvid u prognozu neurorazvojnog poremecaja, mogucénosti prac¢enja i tretmana, te
procjenu rizika za ponavljanje poremecaja, $to je iznimno bitno za planiranje buduceg
potomstva i mogucu eventualnu prenatalnu dijagnostiku.

Unato¢ §to su dijagnosti¢ki dosezi genetickih metoda testiranja ovog rada u skladu s
dosadasnjim istrazivanjima, on ima svoje nedostatke. Jedan od nedostataka svakako je teza
dostupnost novijih, boljih dijagnostickih testova, poput CMA te sekvenciranja sljedece
generacije. Odredivanje geneticke etiologije neurorazvojnih poremecaja dugotrajan je proces,
Sto je u perspektivi ove studije bitno jer su za gotovo treéinu ispitanika (31,8%) u trenutku

prikupljanja podataka nalazi geneti¢kog testiranja bili u izradi.
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Odredivanje ucestalosti pojedinih neurorazvojnih poremecaja bilo je oteZano time Sto
su neurorazvojni poremecaji vrlo heterogena skupina poremecaja, koja nema jasnu
klasifikaciju. Dijagnosticki i statisticki priru¢nik za mentalne poremecaje, 5. izdanje (engl.
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th edition, DSM-5), Americke
psihijatrijske udruge (engl. American Psychiatric Association, APA), ne prepoznaje
poremecaje vida i sluha, cerebralnu paralizu i epilepsiju kao neurorazvojne poremecaje. Prema
Ismail i sur., zbog rastueg broja novih spoznaja u neurobiologiji i genetici, potrebna je
reevaluacija dosadasnje klasifikacije koja bi objedinila klinicke karakteristike 1 patogenezu

nastanka poremecaja (3).
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6. ZAKLJUCCI



Potvrdena je hipoteza ovog istrazivanja.

1.

U 97 (46,9%) ispitanika s neurorazvojnim poremecajima pronadena je promjena u
genomu.

U 75 (36,2%) ispitanika, pronadena promjena u genomu potvrduje gensku etiologiju
neurorazvojnog poremecaja.

Ukupno 79 (38,2%) ispitanika imalo je klinicku dijagnozu viSe od jednog
neurorazvojnog poremecaja, dok je 65 (31,4%) ispitanika bilo upuceno na geneticko
testiranje zbog globalnog razvojnog zaostajanja.

Najvisi dijagnosticki doseg (engl. diagnostic yield) dobiven je testiranjem
kromosomskim microarray-om i metodama sekvenciranja sljede¢e generacije.

Vecina ispitanika (61,8%) imala je dismorfiju lica, a gotovo polovica ispitanika (46,4%)

imala je druge kongenitalne anomalije uz neurorazvojni poremecaj.
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8. SAZETAK



Cilj: Cilj istrazivanja bio je utvrditi dijagnosticki doseg pojedinih metoda genetskog testiranja
u dijagnozi neurorazvojnih pormecaja.

Ispitanici i metode: Provedeno je retrospektivno presjecno istrazivanje za razdoblje od
l.sije€nja 2016. do 31. prosinca 2019. godine. Pregledana je arhivirana medicinska
dokumentacija 207 ispitanika s neurorazvojnim poremecajim upucenih na genetsko testiranje
pri Citogenetskom laboratoriju KBC-a Split i Ambulanti za medicinsku genetiku. Pronadeno je
97 ispitanika kojima je klasi¢nom kariotipizacijom, fluorescentnom in sifu hibridizacijom
(FISH), kromosomskim microarray-om (engl. chromosomal microarray analysis, CMA) ili
metodama sekvenciranjem sljede¢e generacije pronadena promjena u genomu. Prikazani su
podatci o dobi, spolu, fenotipu, genotipu te klasifikaciji neurorazvojnog poremecaja.
Rezultati: U 97 (46,9%) ispitanika s neurorazvojnim poremecajem genetickim testiranjem
pronadena je promjena u genomu, od ¢ega kod 75 (36,2%) promjena znacajna za ispitanikov
fenotip. Najcesce su na geneticko testiranje, od strane neuropedijatra, bili upucivani ispitanici
s viSestrukim neurorazvojnim poremecajima, te globalnim razvojnim zaostajanjem. Najvisi
dijagnosticki dosezi postignuti su CMA-om te sekvenciranjem sljede¢e generacije. Vecina
ispitanika imala je dismorfiju lica, a gotovo polovica ispitanika (46,4%) imala je druge
kongenitalne anomalije uz neurorazvojni poremecaj.

Zakljucci: Novije metode genetickog testiranja, poput CMA 1 metoda sekvenciranja sljedece
generacije, trebale bi biti prvi izbor pri postavljanju geneticke etiologije neurorazvojnih
poremecaja. Dijagnosticki dosezi klasi¢ne kariotipizacije, FISH-a i analize FMR1 gena, mogu
se povecati boljim prepoznavanjem klinicki prepoznatljivih obrazaca ispitanika kod kojih

postoji sumnja na odredeni sindrom.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Results of the clinical genetic testing in children with
naurodevelopmental delays in University Hospital of Split from 2016-2019

Objectives: The aim of the study was to determine the diagnostic yield of the tests used in
finding the genetic ethiology of neurodevelopmental disorders.

Patients and methods: A retrospective cross-sectional study was conducted from Januray st
2016 to December 31st 2019. Archived medical documentation of 207 subjects from the
Cytogenetic Laboratory at the University Hospital of Split was examined. 97 subjects have had
genome variation found by classical cytogentics, fluorescent in situ hybridisation (FISH),
chromosomal microarray analysis (CMA) or next-generation sequencing (NGS). Data on age,
sex, phenotype, genotype and type of neurodevelopmental disorder was presented.

Results: 97 (46.9%) subjects have had genome variation found, of which 75 (36.2%) have had
genetic ethiology of their neurodevelopmental disorders comfirmed. Most subjects were refered
by pediatric neurologists with the diagnosis of multiple neurodevelopmental disorders and
global developmental delay. The highest diagnostic yields were achived by CMA and next-
generation sequencing tests. Most of the subjects had facial dysmorphia and almost half of them
had other congenital anomalies.

Conclusion: Newer methods for genetic testing, such as CMA and next-generation sequncing,
should be first-tier diagnostic tests for determination of the genetic ethiology of
neurodevelopmental disorders, due to their high diagnostic yields. Diagnostic yields of classical
cytogenetics, FISH and FMR1 gene analysis, could be increased by better recognition of

clinicly recognizable patterns in subjects suspicious of the certain syndrome.
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