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MOLEKULARNO-GENETICKA OSNOVA KONGENITALNE
ADRENALNE HIPERPLAZIJE U SRBIJI: KARAKTERIZACIJA
MUTACIJA U CYP21A2 GENU

SAZETAK

Kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH) obuhvata grupu autozomno recesivnih
oboljenja okarakterisanih naruSenom sintezom steroidnih hormona u kori nadbubrezne
Zlezde 1 Sirokim spektrom klini¢kih simptoma. Na osnovu fenotipske ekspresije razlikuju se
klasi¢na (jednostavna virilizujuéa i forma sa gubitkom soli) i neklasi¢na forma bolesti. U
vise od 90% slucajeva javlja se zbog deficijencije enzima steroid 21-hidroksilaze
(CYP21A2) kao posledice prisustva mutacija u CYP21A2 genu. Dva osnovna mehanizma
dovode do inaktivacije CYP21A2 gena: nejednaka razmena delova homologih sekvenci
izmedu nesestrinskih hromatida u mejozi moze dovesti do formiranja CYP21A1P/CYP21A2
himernih gena ili delecije celog CYP21A2 gena, dok se putem genske konverzije u aktivan
gen kopiraju homologe, ali defektne sekvence CYP21A1P pseudogena. Zbog varijabilnosti i
kompleksne strukture regiona u kome je lociran CYP21A2 gen molekularna dijagnostika
KAH-a i danas predstavlja izazov.

Ovo je prva studija molekularno-geneticke osnove KAH-a u Srbiji. IzvrSena je
optimizacija PCR-SSP i metode direktnog DNK sekvenciranja CYP21A2 gena ¢ime je
omogucena detekcija CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena, mutacija nastalih genskom
konverzijom, ali i retkih i novih genetickih varijanti. Utvrden je celokupan spektar mutacija
kao i njihove ucestalosti kod 61 nesrodnog pacijenta. ldentifikovano je 18 alela sa
patogenim efektom i dostignut je nivo detekcije mutacija od 82,0%. Nivo detekcije je bio
najvisi (94,7%) u grupi pacijenata sa najtezom formom bolesti (klasicni KAH sa gubitkom

soli).

Najucestalija mutacija u populaciji iz Srbije, kao i u veéini drugih populacija, je
€.290-13A/C>G  (18,5%). Pet ucestalin alela koji ukljuéuju ¢.290-13A/C>G,
CYP21A1P/CYP21A2, p.P30L, p.R356W i p.G110fs mutacije ¢ine 63,0% svih mutiranih

CYP21A2 alela u analiziranoj grupi pacijenata. Primecena je neuobicajeno visoka ucestalost



p.R356W mutacije (11,1%), kao i kompleksnih alela sa viSestrukim mutacijama (7,4%),
medu kojima ¢ak 75,0% sadrzi p.P453S mutaciju. Direktnim sekvenciranjem su
identifikovane i dve nove missense mutacije, p.L129P i p.S165P, za koje je kompjuterskim
predikcijama pokazano da su verovatno patogene. Kod vecine pacijenata (74,0%) uocena je
pozitivna korelacija izmedu genotipa CYP21A2 gena i fenotipa KAH-a, mada je
varijabilnost u klini¢koj slici primecena u slu¢aju mutacija ¢.290-13A/C>G i p.P30L, dok je

mutacija p.P453S neocekivano pokazala korelaciju sa klasi¢cnom formom KAH-a.

Na samom kraju, zahvaljuju¢i optimizovanim metodama i uzimajuéi u obzir spektar i
ucestalosti detektovanih mutacija razvijen je optimalan algoritam za rutinsku molekularno-
geneticku dijagnostiku kongenitalne adrenalne hiperplazije uzrokovane deficijencijom
steroid 21-hidroksilaze u Srbiji, koji ima za cilj da omoguci preciznu identifikaciju

CYP21A2 varijanti i postavljanje ta¢ne dijagnoze bolesti.

Kljucéne reci: deficijencija steroid 21-hidroksilaze, CYP21A2 gen, detekcija mutacija,
CYP21A1P/CYP21A2 himerni geni, genotip-fenotip korelacija, dijagnosticki algoritam
Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Genetika

UDK broj: 575.224.2:[616-008.6:616.453]



MOLECULAR-GENETIC BASIS OF CONGENITAL ADRENAL
HYPERPLASIA IN SERBIA: CHARACTERIZATION OF
MUTATIONS IN CYP21A2 GENE

SUMMARY

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) comprises of group of autosomal recessive
disorders characterized by impaired adrenal steroidogenesis and wide spectrum of clinical
manifestations. There are two main phenotypes: classical (salt wasting and simple virilizing)
and non-classical form. In more than 90% of patients the disease is caused by steroid 21-
hydroxylase (CYP21A2) deficiency resulting from underlying CYP21A2 gene mutations.
Two major molecular mechanisms lead to CYP21A2 gene inactivation: unequal crossing
over results in CYP21A1P/CYP21A2 chimerae formation or whole CYP21A2 gene deletion,
whereas gene conversion copy homologue, but defective sequences from CYP21A1P
pseudogene to the active gene. Due to variability and complex structure of the region where
CYP21A2 gene resides molecular diagnostics of congenital adrenal hyperplasia remains a

challenge.

This is a first comprehensive study regarding molecular genetic basis of CAH in
Serbia. Optimization of PCR-SSP and direct DNA sequencing of CYP21A2 gene was
conducted, thus enabling detection of CYP21A1P/CYP21A2 chimerae, pseudogene derived
mutations, but also rare and new genetic variants. Analysing 61 unrelated patients complete
mutational spectrum, as well as mutation’s frequencies, was determined. Eighteen
pathogenic alleles were identified and detection rate of 82.0% was assessed. Detection rate
was highest (94.7%) in patients with severe classical form with salt wasting.

The most frequently occurring mutation in patients from Serbia, as well as in many
other populations, is ¢.290-13A/C>G (18.5%). Five alleles including ¢.290-13A/C>G,
CYP21A1P/CYP21A2, p.P30L, p.R356W and p.G110fs mutations account for 63.0% of all
mutated CYP21A2 alleles in analysed patients. Unusually, high frequency of p.R356W
mutation (11.1%), as well as complex alleles with multiple mutations (7.4%), most

frequently including p.P453S (75.0%), was detected. Direct DNA sequencing unravelled



two new missense mutations p.L129P and p.S165P, for which computer predictions showed
to be probably pathogenic. In majority of patients (74.0%) positive correlation between
CYP21A2 genotype and CAH phenotype was noted, although clinical variability was noticed
in relation to ¢.290-13A/C>G and p.P30L mutations, whereas p.P453S mutation was
unexpectedly related to classical CAH form.

Finally, using optimized methodology and based on spectrum and frequencies of
detected mutations an optimal algorithm for routine molecular genetic diagnostics of
congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxylase deficiency was designed, thus
enabling precise identification of CYP21A2 variants and correct diagnosis assessment in
CAH affected patients in Serbia.

Key words: steroid 21-hydroxylase deficiency, CYP21A2 gene, mutation detection,
CYP21A1P/CYP21A2 chimerae, genotype-phenotype correlation, diagnostic algorithm

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Genetics

UDC number: 575.224.2:[616-008.6:616.453]
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1.1. KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA (KAH)

Kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH) je jedan od najucestalijih naslednih
metabolickih poremecaja sa izuzetno komplikovanom genetickom dijagnozom.
Obuhvata grupu autozomno recesivnih oboljenja izazvanih potpunim gubitkom ili
smanjenom aktivnos¢éu jednog od pet enzima neophodnih za biosintezu steroidnih
hormona u nadbubreznoj zlezdi. Prvi Stampani izvestaj o pacijentu sa KAH-om dao je
italijanski anatom Luigi de Crecchio (New, 2011) u 19-tom veku i sve do ranih 50-tih
godina proslog veka kada je uvedena adekvatna terapija, ovaj uobicajeni uzrok
poremecaja polnog razvoja je bio smrtonosan. Fundamentalni defekt pacijenata sa
KAH-om je nemogucnost adekvatne sinteze glukokortikoida kortizola u kori
nadbubrezne zlezde. Sinteza kortizola se vr$i u pet kljuénih enzimatski katalizovanih
reakcija i deficijencija bilo kojeg od enzima rezultuje naruSenom sintezom pomenutog
steroidnog hormona. Nedovoljna sinteza kortizola putem mehanizma negativne
povratne sprege signalizira hipotalamusu i hipofizi da povecaju lucenje kortikotropin-
oslobadaju¢eg hormona (CRH) i adrenokotrikotropnog hormona (ACTH) $to dovodi do
hroni¢ne stimulacije kore nadbubrezne Zlezde i njene posledi¢ne hiperplazije. Osim
toga, biosinteza mineralokortikoida aldosterona takode mozZe biti naruSena, a zbog
deficijencije specificnog enzima javlja se sinteticki blok koji dovodi do nagomilavanja
steroidnih prekursora i njihovog preusmeravanja u neinhibirani put biosinteze polnih
hormona. Kao posledica hiperandrogenizma javlja se prenatalna virilizacija spoljnjih
genitalija fetusa Zenskog pola odnosno Zenski pseudohermafroditizam. Pored ove
prepoznatljive klinicke manifestacije bolesti, nedostatak kortizola i aldosterona izaziva
Sirok spektar klini¢kih simptoma. Na osnovu fenotipske ekspresije razlikuju se teska
klasi¢na i blaga neklasi¢na forma. Standardni medicinski tretman bolesti podrazumeva
dugotrajnu oralnu primenu glukokortiokoida i mineralokortikoida u cilju kompenzacije
njihovog nedostatka i supresije sinteze polnih hormona (Riepe i sar., 2007), dok je
vec¢ini zenskih pacijenata sa tezim oblikom bolesti neophodna i hirurska korekcija
spoljnjih genitalija. Postoji vise formi KAH-a uzrokovanih razli¢itim enzimatskim

defektima pri ¢emu svaku karakteriSe jedinstveni hormonski profil i odgovarajuca
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klini¢ka slika. U vise od 90% slucajeva uzrok kongenitalne adrenalne hiperplazije je
deficijencija enzima steroid 21-hidroksilaze (CYP21A2) koja je posledica mutacija u
CYP21A2 genu (White i sar., 2000).

1.2. DEFICIJENCIJA STEROID 21-HIDROKSILAZE

1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA DEFICIJENCIJE 21-HIDROKSILAZE

Kongenitalna adrenalna hiperplazija uzrokovana deficijencijom 21-hidroksilaze
(OMIM #201910) se javlja Sirom sveta. U mnogim razvijenim zemljama tokom
poslednje dve decenije skrining na deficijenciju 21-hidroksilaze je uklju¢en u neonatalni
skrining program ¢ime su obezbedeni precizniji podaci o distribuciji i ucestalosti ovog
oboljenja u razli¢itim populacijama i geografskim regionima. Procene o ukupnoj
ucestalosti bolesti variraju od 1:10000 do 1:20000, dok procenjena prosecna ucestalost
karakteristi¢na za Evropu iznosi 1:13635 (Loeber, 2007). Podaci neonatalnog skrining
programa dostupni iz nekoliko azijskih zemalja ukazuju na nizu ucestalost klasi¢ne
forme KAH-a na ovom kontinentu (Japan 1:21000, Tajvan 1:28000) (Mikami i sar.,
1999; Lee i sar., 2000), a znacajno niza ucestalost je nadena i kod Afroamerikanaca u
SAD-u (1:42000) (Therrel i sar., 1998). Suprotno tome, najvise detektovane ucestalosti
klasi¢ne forme KAH-a su prijavljene u dve geografski izolovane populacije, kod Jupiko
Eskima sa Aljaske (1:282) i stanovnistva francuskog ostrva La Reunion (1:2100) (Pang
I sar., 1982; Pang i sar., 1988), dok je visa ucestalost detektovana i u Brazilu (1:7500)
(Pang i sar., 1993) i na Filipinima (1:8400) (Padilla i sar., 2003). lako neonatalni
skrining ¢esto ne detektuje neklasi¢nu formu bolesti, zbog ¢ega su podaci o njenoj
ucestalosti nepotpuni, procenjuje se da je ona ucestalija od klasi¢ne forme (1:1000-
1:2000 kod kavkazijanaca) (Trapp i Oberfield., 2012), kao i da ta ucestalost varira u
zavisnosti od geografskog podrucja (Speiser i sar., 1985; Wilson i sar., 2007). Najveca
ucestalost neklasicne forme bolesti je nadena kod Askenazi Jevreja (1:27), zatim kod
Latinoamerikanaca (1:53), naroda bivse Jugoslavije (1:63) i Italijana (1:333) (Speiser i
sar., 1985). Ucestalost neklasi¢éne forme kod Zena sa hirzutizmom (pojacanom

maljavoscu) i dece sa prevremnim pubertetom je veca ili jednaka 10% u svim studijama
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bez obzira na populaciju, dok u grupi infertilnih muskaraca nije zapaZena veca

ucestalost ovog oboljenja (Ojeifo i sar., 1984).

1.2.2. PATOGENEZA DEFICIJENCIJE 21-HIDROKSILAZE

U kori nadbubrezne zlezde se od zajedni¢kog prekursora holesterola sintetiSu tri
klase steroidnih hormona: glukokortikoidi, mineralokortikoidi i polni hormoni. Svaka
od ovih klasa se sintetiSe u histoloski i funkcionalno zasebnom delu Zlezde.
Glukokortikoid kortizol, glavni produkt sredisnje fascikularne zone, regulise
metabolizam ugljenih hidrata i ima vaznu ulogu u borbi protiv infekcija, u uslovima
stresa i traume. Aldosteron, krajnji produkt sinteze mineralokortiokoida, produkuje se u
spoljasnjoj glomerularnoj zoni i reguliSe balans elektrolita pomazuci reapsorpciju
natrijuma iz bubrega, debelog creva i znojnih zlezda. Kora nadbubrezne Zzlezde
predstavlja i sekundarno mesto produkcije  polnih  hormona. Hormone
dehidroepiandrosteron (DHEA), androstendion i testosteron luc¢e fascikularna i

unutra$nja retikularna zona.

Biosinteza steroidnih hormona je zavisna od prisutnih enzima i pod kontrolom je
hipotalamo-hipofizno-adrenalne ose (slika 1). Nervni stimulusi CNS-a stimuli$u sintezu
i lucenje kortikotropin-oslobadaju¢eg hormona (CRH) hipotalamusa koji sa svoje strane
stimuli$e sintezu i lucenje adrenokortikotropnog hormona (ACTH) prednjeg reznja
hipofize (ltoi i sar.,, 1998). ACTH se zatim vezuje za receptore na povrsini
adrenokortikoidnih ¢elijja kore nadbubreZne Zlezde Sto rezultuje unosom holesterola na
matriksnu stranu mitohondrija i sintezom i lu¢enjem steroidnih hormona. Cirkuli$uéi
kortizol putem mehanizma negativne povratne sprege inhibira hipotalamus i hipofizu
¢ime smanjuje lucenje CRH i sintezu ACTH. Na produkciju steroidnih hormona utice i

stres, kao 1 brojni metabolicki 1 fizicki faktori (White 1 sar., 2000).
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Slika 1. Hipotalamo-hipofizno-adrenalna osa (preuzeto i modifikovano iz Genetic
Steroid Disorders, 2014).

Zajednicki prekursor holesterol se ili de novo produkuje u kori nadbubrezne
Zlezde ili biva transportovan u formi LDL holesterola. Steroidogeni akutni regulatorni
protein (StAR) posreduje u transportu holesterola kroz mitohondrijsku membranu,
nakon Cega se nizom reakcija katalizovanih od strane razli¢itih enzima holesterol
metaboliSe u tri glavna biosinteticka puta (slika 2). Prvi 1 ograniavaju¢i enzimatski
korak je konverzija holesterola u pregnenolon koji je supstrat za vise razlicitih enzima i

prekursor za sintezu sve tri klase steroidnih hormona.
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Slika 2. Shematski prikaz biosintetickih puteva mineralokortikoida, glukokortikoida i
polnih steroidnih hormona u kori nadbubrezne Zlezde (preuzeto i modifikovano iz Han i
sar., 2014).

Steroid 21-hidroksilaza katalizuje konverziju 17-OH progesterona (17-OHP) u

11-dezoksikortizol u putu sinteze glukokortikoida i progesterona u 11-
dezoksikortikosteron u putu sinteze mineralokortikoida. Smanjena aktivnost ovog
enzima redukuje sintezu Kkortizola, otvara negativnu povratnu spregu, dovodi do
kompenzatornog povecanja sinteze CRH i ACTH i hroni¢ne stimulacije i hiperplazije
kore nadbubrezne Zlezde. Zbog postojanja sintetickog bloka u kori nadbubrezne Zlezde,
kao i u cirkulaciji, dolazi do akumulacije prekursora progesterona, 17-OH pregnenolona
I 17-OH progesterona, karakteristicnog biohemijskog obelezja koje je upotrebljeno za
samu dijagnozu bolesti. Kako za biosintezu polnih hormona u retikularnoj zoni nije

neophodna steroid 21-hidroksilaza nagomilani 17-OHP biva usmeren u ovaj
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biosinteticki put S$to rezultuje povecanom sintezom polnih hormona. Sinteza
mineralokortikoida zahteva minimalnu rezidualnu aktivnost enzima pa se odsustvo
aldosterona javlja samo u sluCaju najteze forme bolesti. Opsti biohemijski profil
kongenitalne adrenalne hiperplazije izazvane deficijencijom steroid 21-hidroksilaze
podrazumeva biosintetiCku blokadu kortizola i1 aldosterona, a preteranu stimulaciju
biosinteze polnih steroidnih  hormona. Deficijencije steroid 11p-hidroksilaze
(CYP11B1), 17a-hidroksilaze (CYP17A1), 3B-hidroksisteroid dehidrogenaze tipa 2
(HSD3B2) i P450 oksidoreduktaze karakteriSu specifiéni hormonski profili koji su
rezultat odgovarajuéih Kkatalitickih zastoja u biosintezi steroidnih hormona u Kori
nadbubrezne zlezde (Krone i Arlt., 2009).

Dijagnoza bolesti se postavlja merenjem bazalne koncentracije 17-OHP u
folikularnoj fazi i 60 min nakon intravenskog ubrizgavanja sintetickog ACTH
(Synacthen test). lako izvestan stepen preklapanja postoji, na osnovu ovih vrednosti je
mogucée razlikovati zdrave individue, heterozigote i razliCite varijante KAH-a.
Adekvatan tretman bolesti je zasnovan na supstitucionoj terapiji mineralokortikoidima
koji uspostavljaju balans elektrolita i glukokortikoidima koji koriguju deficijenciju
lucenja kortizola i suprimiraju preteranu produkciju ACTH (®New i sar., 2014) i polnih
hormona. Time je sprec¢ena dalja virilizacija i omoguc¢en normalan rast i razvoj. Ukoliko
se genitalna virilizacija ve¢ desila, moguc¢a je hirurSka korekcija. lako je prenatalni
tretman obolelih Zenskih fetusa u cilju spre¢avanja genitalne virilizacije mogué, zbog
brojnih kontraindikacija smatran je kontroverznim, te ne predstavlja standardnu
medicinsku negu ve¢ eksperimentalnu proceduru (°New i sar., 2014). Tretman
podrazumeva uvodenje deksametazona u prvom trimestru (oko devete nedelje
gestacije), pre nego Sto zapo¢ne genitalna organogeneza. Od 10 do 13 nedelje se zatim
vrsi biopsija horionskih resica radi dobijanja tkiva za analizu kariotipa, kao i za
molekularno-geneticku analizu. Tretman biva prekinut kod muskih i zdravih Zenskih
fetusa, a nastavlja se do termina kod obolelih Zenskih fetusa. Nedavno istrazivanje
(°New i sar., 2014) je prijavilo i strategiju za prenatalno testiranje fetusa analizom
slobodne fetalne DNK (eng. cell-free fetal DNA, cffDNA) iz seruma majke. Osim
neinvazivnosti osnovna prednost ovakvog testiranja je moguc¢nost dobijanja rezultata
pre devete nedelje gestacije ¢ime je omoguéeno da terapija bude uvedena iskljuéivo kod

obolelih Zenskih fetusa.
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1.2.3. TIPOVI KAH-A UZROKOVANI DEFICIJENCIJOM 21-HIDROKSILAZE

Iako je KAH sa klinickog aspekta ispravnije posmatrati kao kontinuum
fenotipova, iz prakti¢nih razloga je izvrSena Klasifikacija u diskretne fenotipske
kategorije. U zavisnosti od stepena enzimatskog defekta kongenitalna adrenalna
hiperplazija se moze klasifikovati u dve forme: klasi¢na forma (sa gubitkom soli 1
jednostavna virilizuju¢a forma) i neklasi¢na forma. Dijagnoza razli¢itih varijanti bolesti
se postavlja klinickom, hormonskom i molekularno-genetickom analizom. Medutim,

lako je ovakva klasifikacija prakti¢na, razlikovanje izmedu formi nije uvek jednostavno.

1.2.3.1. KLASICNE FORME KAH-A

Klasi¢ne forme bolesti su po definiciji okarakterisane prisustvom ambivalentnih
genitalija kod Zenskih fetusa i uglavnom se dijagnostifikuju po rodenju. Biohemijski
profil pacijenata podrazumeva akumulaciju steroidnih prekursora pre enzimatskog
bloka, preteranu sintezu polnih hormona, nedostatak kortizola, a u najtezem obliku i
nedostatak aldosterona. Deficit glukokortikoida uti¢e na metabolizam ugljenih hidrata i
uzrokuje slabu sréanu radnju, a hipoglikemija u prvoj godini Zivota moze ostaviti teske
neuroloske posledice ili ¢ak dovesti do letalnog ishoda (Jdaskeldinen i Voutilainen,
2000; Pinto i sar., 2003). Izlaganje zenskih fetusa visokim koncentracijama testosterona
tokom perioda kriticnog za polnu diferencijaciju (9-15 nedelja intrauterinog razvoja)
dovodi do maskulinizacije spoljnjih genitalija pri ¢emu se unutrasnji reproduktivni
organi (jajnici, materica i jajovodi) razvijaju normalno (Merke i Bornstein, 2005).
Stepen maskulinizacije spoljnjih genitalija je varijabilan i klasifikovan u pet Praderovih
stupnjeva pocev od jednostavne klitoromegalije (stadijum I, slika 3) do muskog fenotipa
sa razvijenim penisom i bilateralnom kriptorhidijom (stadijum V) (Prader, 1954). Kod
muskih fetusa visoke koncentracije testosterona ne uti¢u znacajno na diferencijaciju

pola.

Osim fundamentalnih abnormalnosti u sintezi steroidnih hormona kore
nadbubrezne Zlezde, zbog razvojnih defekata u njenom nastanku, funkcija srzi je takode

poremecena S§to rezultuje smanjenom sintezom kateholamina, pre svega epinefrina

(Merke i sar., 2000).
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Slika 3. Dijagrami normalne Zenske i muske anatomije spoljnjih genitalija kao i razliciti

prelazni stupnjevi polne ambivalentnosti klasifikovani prema Praderovoj skali.

1.2.3.1.1. KLASICNA FORMA SA GUBITKOM SOLI

Klasi¢na forma sa gubitkom soli (eng. Salt Waisting, SW) predstavlja najtezi
oblik bolesti i ¢ini 75% slucajeva klasi¢ne forme KAH-a (New i Wilson, 1999). Pored
nedostatka kortizola i znakova hiperandrogenizma prisutno je i nedovoljno lucenje
mineralokortikoida aldosterona. Aldosteron je kljuan za odrzavanje normalne
homeostaze natrijuma i njegov nedostatak rezultuje gubitkom natrijuma putem bubrega,
debelog creva i znojnih zlezda (Funder, 1993). Kod obolelih se javlja hiponatremija,
hiperkalemija, hiper-reninemija, dehidratacija i hipovolemi¢ni Sok u 1-4 nedelji zivota,
a novorodencad karakteriSe i slab apetit, gubitak tezine, povracanje, letargija. Ukoliko
pacijent ne dobije pravovremenu medicinsku negu, adrenalne krize u neonatalnom
periodu koje se javljaju kao posledica deficijencije alodosterona mogu biti fatalne.
Posebno su ugrozeni decaci jer kod njih ne postoje dvozna¢ne genitalije koje bi
signalizirale postojanje bolesti pre pojave dehidratacije i Soka (Concolino i sar., 2010).
Stepen genitalne maskulinizacije nije u korelaciji sa tezinom bolesti, te ¢ak i blago
virilizovani Zenski fetusi mogu imati ovu formu bolesti i moraju biti pazljivo praceni

tokom prvih nedelja Zivota (*New i sar., 2014). Sa druge strane pacijenti koji nemaju
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najtezi oblik KAH-a takode mogu imati visok stepen genitalne maskulinizacije (Wilson
I sar., 1995; Krone i sar., 2000).

1.2.3.1.2. JEDNOSTAVNA VIRILIZUJUCA FORMA

Pacijenti sa adekvatnom sintezom aldosterona i normalnim balansom elektrolita,
a kod kojih su prisutni znaci prenatalne virilizacije, boluju od klasi¢ne jednostavne
virilizuju¢e forme (eng. Simple virilizing form, SV). Razli¢it stepen virilizacije spoljnjih
genitalija je prisutan kod devojéica, dok se kod decaka bolest manifestuje kao
prevremeni pubertet. Kod Zenskih pacijenata zbog prisustva ambivalentnih genitalija
dijagnoza se postavlja uskoro po rodenju, dok je kod decaka prisutna samo
hiperpigmentacija i dijagnoza obic¢no kasni nekoliko godina do pojave znakova
hiperandrogenizma (Merke i Bornstein, 2005). Karakteristian je brz somatski rast u
detinjstvu, a zbog povisenog nivoa polnih hormona dolazi i do rane epifizealne fuzije
koja rezultuje niskim rastom u adulthom dobu. Zakasnela dijagnoza i odsustvo
odgovarajuce terapije glukokortikoidima kod devojcica za posledicu ima progresivnu

virilizaciju ®New i sar., 2014).

1.2.3.2. NEKLASICNA FORMA

Neklasi¢na forma KAH-a (eng. Nonclassic form, NC) poznata i kao ,,late-onset”
je obi¢no blaga i dijagnostifikuje se tek kasnije u zivotu. Parcijalna aktivnost steroid 21-
hidroksilaze omogucava dovoljnu sintezu Kortizola i aldosterona, ali je prisutno blago
do umereno povecanje sinteze polnih hormona. Pacijenti su na rodenju asimptomati¢ni,
bez virilizacije, a primarni simptomi se javljaju kao varijabilni znaci povec¢anog lucenja
polnih hormona i manifestuju se kao preuranjeni pubertet kod oba pola. Prisutan je
prevremeni rast pubi¢nih dlaka (prevremena pubarha), najranije ve¢ sa Sest meseci,
cisti¢ne akne, ubrzan somatski rast, kao i ubrzano kostano sazrevanje (New 2006). Kod
Zzena se javljaju hirzutizam 1 poremecaji menstrualnog ciklusa (oligomenoreja,
amenoreja, sindrom policisticnih jajnika) (Merke i Bornstein, 2005), dok se kod

muskaraca mogu javiti smanjen rast i oligozoospermija (Nimkarn i sar., 2009).
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Kripti¢ne forme bolesti kod musSkaraca nisu retke, mada su poznati i pacijenti zenskog
pola koji ostaju asimptomati¢ni tokom citavog zivota (Levine i sar., 1981). Kod njih se
dijagnoza najCe$¢e postavlja slucajno kada se vrSi skrining ¢lanova porodice ili
ispitivanja steriliteta (Trapp i Oberfield, 2012). Primarna razlika neklasi¢ne od klasi¢ne
forme bolesti je odsustvo prenatalne virilizacije kod Zenskih fetusa, mada se u retkim

slu¢ajevima moze javiti blaga hipertrofija klitorisa.

Zbog blage klinicke slike, varijabilnog perioda nastupanja simptoma i grani¢nih
hormonskih vrednosti zbog kojih neonatalni skrining ne detektuje uvek neklasicnu

formu, smatra se da je ona nedovoljno dijagnostifikovana.

1.2.3.3. JEDNOSTAVNI HETEROZIGOTI

Pacijenti koji su heterozigotni nosioci mutacije u CYP21A2 genu su obic¢no
asimptomaticni 1 ne zahtevaju nikakav tretman. Kod njih, medutim, postoje fine
promene u funkcionisanju hipotalamo-hipofizno-adrenalne ose koje se detektuju
sinaktenskim testom. Ovim dijagnosti¢kim hormonskim testom je kod 50-80% nosilaca
detektovana blago povisena vrednost 17-OHP (Peter i sar., 1990). Kako vrednosti
stimulisanog 17-OHP kod njih mogu biti varijabilne, od normalne pa do vrednosti koja
se smatra donjom granicom za dijagnozu neklasicne forme (Bachega i sar., 2002),
genotipiziranje predstavlja superioran metod razlikovanja zdravih individua,

jednostavnih heterozigota i pacijenata sa neklasi¢nom formom KAH-a.

Iako su najceS¢e bez klinickih simptoma, povecana ucestalost heterozigotnih
nosilaca mutiranog CYP21A2 alela je prisutna kod pacijenata koji pokazuju znakove
hiperandrogenizma: prevremenu pubarhu (Ghizzoni i sar, 2011), teske akne (De Raeve i
sar., 1995), hirzutizam (Escobar-Morreale i sar., 1999), sindrom policisti¢nih jajnika
(Witchel i sar., 2000).

Jos uvek nisu u potpunosti rasvetljeni mehanizmi koji odrzavaju visoku
ucestalost heterozigota u razliitim ispitivanim populacijama. Jedna od hipoteza
podrazumeva prisustvo balansne selekcije i povecane adaptivne vrednosti heterozigota

koji brze uspostavljaju homoostazu u odgovoru na stres izazvan infekcijom,

11
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inflamacijom i drugim sredinskim faktorima (Witchel i sar., 1997), dok su Nordenstrom
I sar. (2017) pokazali da heterozigotni nosioci imaju i manji rizik za razvoj

psihijatrijskih oboljenja.

1.2.4. STEROID 21-HIDROKSILAZA (CYP21A2)

Steroid 21-hidroksilaza (CYP21A2) pripada velikoj familiji citohrom P450
enzima koja broji preko 1300 ¢lanova sa vaznim fizioloskim ulogama u svim vrstama.
Prisustvo prosteticke hem grupe sa atomom gvozda u centru je zajednicko za sve
enzime, a naziv ,,P450” vodi poreklo od svojstva ove hromofore da apsorbuje svetlost
sa maksimumom apsorpcije na 450nm u redukovanom stanju. Funkcionalno su
podeljeni na enzime odgovorne za oksidativni metabolizam Sirokog spektra
ksenobiotickih jedinjenja (lekova, kancerogena) i na one koji su esencijalni za
metabolizam endogenih supstrata kao S§to su steroidni hormoni, prostaglandini,
leukotrieni, masne i zu¢ne Kiseline (Robins i sar., 2006). Postoji Sest CYP proteina
(CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2, CYP17A1, CYP19Al i CYP21A2) koji ucestvuju u
sintezi steroidnih hormona kod ljudi. Proteini CYP11Al, CYP11B1 i CYP11B2 su
locirani u unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani, dok su CYP17Al, CYP19A1 i
CYP21A2 mikrozomalne monooksigenaze (Zhao i sar., 2012), smeStene u
endoplazmati¢nom retikulumu, orijentisane prema citosolu.

Zbog svoje hidrofobne prirode kristalna struktura humanog CYP21A2 vezanog
za supstrat progesteron, izolovana je tek nedavno (*Pallan i sar., 2015). Ona je pokazala
da je humani enzim kataliti¢ki najaktivniji od svih sisarskih P450 enzima, da se sastoji
od 13 a-heliksa i 9 B-ploca i da podseca na trougaonu prizmu (slika 4).

Na osnovu komparativne analize dostupnih strukturnih podataka P450 enzima

definisano je vise funkcionalnih domena:

1. Domen za vezivanje za membranu. CYP21A2, kao i drugi sisarski citohromi,
su integralno vezani za membranu N-terminalnim heliksom.

2. Hem vezujuéi domen. Gvozde hema je kriticno za katalitiCku funkciju enzima.
Poseduje Sest koordinativnih veza od kojih preko Ccetiri intereaguje sa

protoporfirinskim prstenom, jednom je vezan za sulfhidrilnu grupu potpuno

12
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oCuvanog cisteina, dok je ligand na preostaloj poziciji voda ili molekul
kiseonika.

3. Domen za vezivanje supstrata. Kao i ve¢ina P450 supstrata steroidi su
relativno hidrofobni molekuli, te je stoga mesto vezivanja supstrata sastavljeno

primarno od hidrofobnih aminokiselinskih rezidua.

Slika 4. Kristalna struktura humanog CYP21A2 proteina u kompleksu sa progesteronom
(PDB ID kod 4Y8W) (preuzeto iz ®Pallan i sar., 2015).

Humana steroid 21-hidroksilaza se javlja u dve izoforme identi¢ne enzimatske
aktivnosti. Jedna izoforma se sastoji od 494 aminokiselina (Higashi i sar., 1986, White i
sar., 1986), dok je u drugoj prisutan leucin viska u N-terminalnom hidrofobnom
domenu te sadrzi 495 aminokiselina (Rodrigues i sar., 1987). Primarno mesto ekspresije
CYP21A2 je kora nadbubrezne Zzlezde, ali su istrazivanja pokazala da nizak nivo
ekspresije postoji i u ljudskoj kozi (Slominski i sar., 1996), srcu (Kayes-Wandover i
sar., 2000), hipokampusu (Beyenburg i sar., 2001) i limfocitima (Zhou i sar., 1997).

Odgovorna je za katalizu hidroksilacije progesterona do 11-dezoksikortikosterona i 17-

13
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OHP do 11-dezoksikortizola (slika 5), prihvataju¢i elektrone od NADPH-zavisne
citohrom P450 reduktaze (Kominami i sar., 2001) i redukuju¢i pritom molekularni
kiseonik. P450 reduktaza je neophodna jer NADP donira elektrone u paru, a P450

enzimi mogu da prihvate samo jedan elektron (Sevrioukova i sar., 1995).

CYP21A2
—>

CYP21A2
I

17-OH progesteron 11-dezoksikortizol

Slika 5. Reakcije katalizovane steroid 21-hidroksilazom (preuzeto i modifikovano iz
Zhao i sar., 2012).

Tezina klini¢ke slike pacijenta obolelog od KAH-a je u korelaciji sa stepenom
CYP21A2 enzimatske deficijencije. Analiza primarne sekvence svih sisarskih
CYP21A2 proteina je pokazala da se vise od 85% mutacija prisutnih kod ljudi javlja u
malom broju visoko evoluciono o¢uvanih rezidua vaznih za katalitiCku funkciju, pri
¢emu su pozicije mutacija distribuirane od N-terminalnog regiona do C-terminalne
petlje u svim strukturnim elementima (Zhao i sar., 2012). Mutacije koje narusavaju
vezivanje enzima za membranu, vezujua mesta za hem i supstrat, kao i stabilnost
CYP21A2 enzima, izazivaju kompletan gubitak funkcije i klasi¢nu formu bolesti sa
gubitkom soli. Mutacije koje menjaju transmembranski region ili evoluciono ocuvane

hidrofobne rezidue redukuju aktivnost enzima do 98% i izazivaju jednostavnu
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virilizujuéu formu. Blaga neklasi¢na forma bolesti je rezultat interferencije sa
oksidoreduktaznim interakcijama, mrezom vodoni¢nih veza i neo¢uvanim hidrofobnim
klasterima (Haider i sar., 2013). U navedenom slu¢aju mutacije se najée$¢e nalaze na
periferiji ili blizu povrSine proteina dozvoljavaju¢i oCuvanje parcijalne enzimatske

aktivnosti (°Pallan i sar., 2015).

1.2.5. CYP21 GENI

1.2.5.1. STRUKTURA CYP21 GENA

Funkcionalni CYP21A2 gen (starija nomenklatura CYP21, CYP21B, GenBank
NC_000006.12, Gene ID 1589) koji kodira steroid 21-hidroksilazu je mapiran na
kratkom kraku hromozoma 6 (6p21.3) u regionu Il klase glavnog kompleksa
histokompatibilnosti (MHC klasa II1)(Carroll i sar., 1985; White i sar., 1986; Higashi i
sar., 1986) (slika 6).

NM MM A NAH A M NN NN AN oy o H A NM A M N A M 9
. N . - Mmom . P — N s | MmMMmom - . . s . N N

N e b - - H NN A A DD we PP oo B N -+ st M o wonon B0

N N NN H AN A A - - - N NN NN N N NN

[+ 7 ) Q.D-tg_laﬂ- (s T s s O - [ o [ - U‘og.rg.cg.b'b'b'wb'

Slika 6. Genomska lokacija CYP21A2 gena: hromozom 6p21.3.

Na udaljenosti od oko 30 kb uzvodno lociran je nefunkcionalan CYP21A1P
pseudogen (starija nomenklatura CYP21A, CYP21P). | aktivan gen i pseudogen se
sastoje od 10 egzona, po ¢emu se razlikuju od ostalih citohroma P450, duZine su 3.4 kb
I pokazuju visok procenat homologije u egzonskim (98%) i intronskim (96%)
sekvencama (White i sar., 1986; Higashi i sar., 1986). Tokom evolucije pseudogen je,

medutim, akumulirao mutacije koje su potpuno inaktivisale njegov genski produkt.
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1.2.5.2. GENOMSKA ORGANIZACIJA CYP21A2 GENSKOG LOKUSA

Aktivan gen i pseudogen su zajedno sa susednim genima za serin/treonin Kinazu
(RP), protein komplementa seruma (C4) i protein ekstracelijskog matriksa tenascin
(TNX) organizovani u vidu RCCX (RP-C4-CYP21-TNX) modula (Goncalves i sar.,
2007) (slika 7).

Kratak RCCX modul
\
A) r \
CYP21A1P CYP21A2
i |
RP1 C4A TNXA RP2 C4B ! TNXB
\ ) L
Y L
Dugacak RCCX modul _ | I\
- - \\
- S
- - ~
-7 .
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Slika 7. Genomska organizacija CYP21A2 genskog lokusa (A) Bimodularna
organizacija RCCX regiona na hromozomu 6p21.3. (B) Shematska struktura CYP21A2
gena.

Kod ljudi 70-80% haplotipova hromozoma Sest je bimodularno odnosno sadrzi
dva RCCX modula. Geni u bimodulu su orijentisani od telomere ka centromeri slede¢im
redosledom: RP1-C4A-CYP21A1P-TNXA-RP2-C4B-CYP21A2-TNXB, pri ¢emu geni
C4A, C4B, CYP21A2, RP1 i TNXB kodiraju funkcionalne proteine, dok su njihovi
okrnjeni pseudogeni CYP21A1P, TNXA i RP2 nefunkcionalni (Yang i sar., 1999). Geni
C4A i C4B kodiraju dve varijante C4 proteina, kiselu C4A i baznu C4B izoformu, koje
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se razlikuju u nekoliko aminokiselina, ali zbog prisustva endogene retroviralne
sekvence (HERV-K) postoji znacajna razlika u njihovoj duzini (Dangel i sar., 1994).
Stoga se RCCX bimodul sastoji od dugackog RCCX modula koji ukljucuje RP1, C4A
(dugacki), CYP21A1P i TNXA, i kratkog RCCX modula koji sadrzi RP2, C4B,
CYP21A2 i TNXB. Duzina celog ovog genskog klastera iznosi oko 120 kb i opste je
prihvaceno da je do njegove konfiguracije dovela davna duplikacija gena. Pored
bimodularnih u mnogim populacijama su prisutni i monomodularni (15%), trimodularni
(10%) (Yang i sar., 1999; Blanchong i sar., 2000; Koppens i sar., 2002), pa cak i
kvadrimodularni haplotipovi (Chung i sar., 2002) Tandemska organizacija RCCX
modula i visok stepen homologije tandemski ponovljenih segmenata ¢ine ovaj region

podloZznim ucestalim rekombinacionim greskama.

1.2.6. MUTACIJE U CYP21A2 GENU

Prema HGMD bazi podataka mutacija humanih gena (eng. The Human Gene
Mutation Database, HGMD, www.hgmd.cf.ac.uk) u CYP21A2 genu je do danas

prijavljeno preko 200 mutacija ¢ine¢i ga jednim od najvarijabilnijih humanih gena.
Veéina mutiranih alela nastaje rekombinacijom izmedu aktivnog CYP21A2 gena i
visoko homologog, neaktivnog CYP21A1P pseudogena (Day i sar., 1995). Genska
konverzija i nejednaka razmena delova homologih sekvenci izmedu nesestrinskih
hromatida u mejozi (eng. crossing over, CO) predstavljaju dva osnovna mehanizma

koja dovode do nastanka greske.

1.2.6.1. MUTACIJE NASTALE PROCESOM GENSKE KONVERZIJE

Kod veéine pacijanata deficijencija 21-hidroksilaze je posledica genske
konverzije. Priblizno 75% mutacija su mutacije normalno prisutne u pseudogenu koje se
putem procesa genske konverzije kopiraju u aktivan gen (Tusié-Luna i White, 1995).
Naime, zbog visokog stepena homologije u sekvencama izmedu tandemski ponovljenih
RCCX modula prilikom pogresnog sparivanja sestrinskih hromatida u mitozi dolazi do

kopiranja dela jedne hromatide u drugu (slika 8). Na ovaj nacin dolazi do zamene dela
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CYP21A2 gena homologom, ali defektnom sekvencom CYP21A1P pseudogena
(Donohoue i sar., 1986; Urabe i sar., 1990; Tusié-Luna i White, 1995).

A)
RP1 C4A CYP21A1P TNXA
— — —_—
— - - - -
RP2 (48  CYP21A2 TNXB
RP1 C4A CYP21A1P TNXA
—— — —_——
— - - - -
— — — —
RP2 C48  CYP21A2 TNXB
B) RP1 C4A CYP21AIP TNXA
— - — - -
— — —_— -
konverzijal RP2 C4B  CYP21A2 TNXB
RP1 C4A CYP21A1P TNXA v
—- —_— —— v
— ” - - " L
— — -:.p <
RP2 C48  CYP21A2 TNXB

Slika 8. Shematski prikaz procesa genske konverzije kojim dolazi do kopiranja mutacija
specificnih za pseudogen u aktivan CYP21A2 gen. (A) Zbog tandemske organizacije
RCCX modula dolazi do pogresnog sparivanja sestrinskih hromatida tokom mitoze. (B)
Tada moZe do¢i do kopiranja homologe sekvence sa inaktiviraju¢im mutacijama iz
CYP21A1P pseudogena u aktivan CYP21A2 gen (preuzeto i modifikovano iz Genetic
Steroid Disorders, 2014).

Genskom konverzijom moze do¢i do zamene duzih sekvenci koje ukljucuju vise
egzona ili kratkih sekvenci od svega 50-200 bp. Ovakve male konverzije ili
mikrokonverzije najucestaliji su uzrok deficijencije 21-hidroksilaze i u zavisnosti od
tipa mutacije prisutne u okviru kopirane sekvence pseudogena rezultat je parcijalni ili

potpuni gubitak aktivnosti steroid 21-hidroksilaze. Reverzna genska konverzija koja
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podrazumeva kopiranje sekvence aktivnog gena u CYP21A1P pseudogen je takode
moguca, ali zbog velikog broja i distribuiranosti mutacija u svim egzonima pseudogena

prakti¢no je nemoguce povratiti njegovu funkciju.

U pseudogenu je prisutno 11 ucestalih mutacija od ¢ega mutacija €.290-
13A/C>G (c.290-13A/C>G) dovodi do pogresnog iskrajanja drugog introna (eng.
splice mutation), mutacije p.G110fs (c.329_336delGAGACTAC) i p.L307fs
(c.920 921 insT) dovode do promene okvira Citanja (eng. frameshift mutations),
mutacija p.Q318X (c.952C>T) dovodi do prevremenog formiranja STOP kodona (eng.
nonsense mutation), dok mutacije p.P30L (89C>T), p.I1172N (c.515T>A), p.[1236N;
V237E; M239K] c.[707T>A; 710T>A; 716T>A], p.V281L (c.841G>T), p.L307fs
(c.920 921 insT), p.R356W (c.1069C>T) dovode do nesinonimnih aminokiselinskih

zamena (eng. missense mutation)(slika 9).

Egzon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| —  —]
c.515T>A c.841G>T \
V281L
€.293-13A/C>G p.I172N P “g::g;;

(126) c707T>A | c.716T>A p-

¢.89C>T aen | ma3ok €.952C>T

p.P30L p. ) p.Q318X

€.329_336delGAGACTAC ¢ 710T>A
p.G110fs p.V237E €.920_921insT

\ ) p.L307fs

E6 klaster

Slika 9. Shematski prikaz CYP21A2 gena sa ucestalim mutacijama specifi¢nim za
pseudogen kopiranim genskom konverzijom. Sve mutacije su oznacene na osnovu
cDNK referentne sekvence i1 kao S$to preporucuje HGVS baza podataka

(http://www.hgvs.org/varnomen). Broj koris¢ene referentne sekvence za CYP21A2

je NM_000500.7 (GenBank). Prikazane su i njihove pozicije u genu, pri ¢emu su
kodiraju¢e sekvence oznaCene tamno sivim, a netranslatirani regioni svetlo sivim

pravougaonicima (preuzeto i modifikovano iz Genetic Steroid Disorders, 2014).
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1.2.6.2. MUTACIJE NASTALE NEJEDNAKOM RAZMENOM DELOVA
HOMOLOGIH SEKVENCI

Pogresno sparivanje homologih hromozoma i nejednaka razmena delova
homologih sekvenci izmedu nesestrinskin hromatida u mejozi moze rezultovati
pojavom velikih delecija i duplikacija koje ¢ine oko 20-25% svih mutacija u CYP21A2
genu. Velike delecije, uniformne veli¢ine od 30 kb, dovode ili do potpunog gubitka
CYP21A2 gena (*°New i sar., 2014) ili do formiranja jedinstvenog CYP21A1P/CYP21A2
fuzionog gena (Chen i sar., 2012). Nejednaki CO moze da se desi bilo gde u
dupliciranom regionu od 30 kb pri ¢emu dolazi do prenosa jednog modula sa jednog
hromozoma na drugi, a tacke prekida odreduju nastale hibride. Rizik za deficijenciju 21-
hidroksilaze je zavistan od toga da li se prekid desio u C4, CYP21 ili TNX genima (slika
10).

Crossing over sa tackom prekida u C4 genima dovodi do formiranja
funkcionalnin C4A/C4B i CA4B/C4A himernih gena (slika 10A), pri ¢emu jedan
hromozom nasleduje aktivan CYP21A2 gen, dok drugi nasleduje dve kopije pseudogena
I jednu kopiju aktivnog gena. Kako oba hromozoma imaju kopiju aktivnog gena ne
postoji rizik za deficijenciju 21-hidroksilaze. Ukoliko su medutim tacke prekida u TNX
genima na jednom hromozomu ¢e do¢i do kompletne delecije CYP21A2 gena i
formiranja TNXA/TNXB himernog gena, dok ¢e drugi hromozom naslediti TNXB/TNXA
himerni gen i dupliciran CYP21A2 gena (slika 10B). Potomstvo koje nasledi hromozom
sa delecijom CYP21A2 je u riziku za deficijenciju 21-hidroksilaze. Kompletna delecija
RP2-C4B-CYP21A2 gena i nastanak TNXA/TNXB himernog gena rezultuje recesivnim
genetickim sindromom Ehlers-Danlos koji pored deficijencije 21-hidroksilaze
podrazumeva i gubitak funkcije strukturne komponente vezivnih tkiva tensacina-X
(Schalkwijk i sar., 2001). Merke i sar. (2013) su zabelezili da ovi pacijenti ¢ine 13%
svih KAH pacijenata kod kojih je nejednaki crossing over doveo do delecije od 30 kb.
U poslednjem slucaju kada su tacke prekida u CYP21 genima rezultat su hromozom koji
ima CYP21A1P/CYP21A2 himerni gen i nosi rizik za deficijenciju 21-hidroksilaze i
hromozom koji nosi i CYP21A2/CYP21A1P i funkcionalni CYP21A2 gen (slika 10C), te
ne predstavlja rizik za potomstvo. Himerni CYP21A1P/CYP21A2 geni se sastoje od
razli¢itih proporcija aktivnog gena i pseudogena, odredenih tatkama prekida, pri cemu

5’ kraj odgovara CYP21A1P pseudogenu, a 3° CYP21A2 genu (slika 11). Inaktivirajuce
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RP1 C4A CYP21ATP THNXA
—_— — ——

— = = —
X RP2 C4B CYP21A2 TNXB
AP C4A CYP2Z1A1P TNXA
—_— — —_——
RP2 C4B CYP21A2 TNXB

| nejednaki co
ﬂ’l C4A."B_E_himera

(i) — K | H -

—_—

CYP21A2 THNXE

=
=

C4A CYPZTAIP THNXA CYPZTATP TMXA
— —

O _THIT _H] -

!

(i —___H

— — -—
RP2 C4B/A chimera RP2 C4B CYP21A2 THXB
B) RP1 C4A CYPZTATP TNXA
— = —-—
— — — r—
RP2 C4BE CYP21A2 TMXE
RP1 CaA CYP2Z1ATP TNXA
—_— — p— —
RP2 CaB CYP21A2 TNXB

l nejednaki CO

RP1 C4A CYPZIAIP
— — —

0) — K I —

TNXATNXE chimera

RP1 C44 CYP21A1P TNXA TNXB/TNXA chimera
(ii) = H =B I H —
— — —— — e —
RPZ C4B CYP21A2 RPZ C4B  CYP21A2 TNXB
c) RE1 C4A CYP21A1P TNXA
il = Al

—_— —-—
RP2 C4B CYP21AZ THNXB

RP1 C4A CYP21ATP THXA
—__H o I I - B ~
—_— — -—
RP2 C4B CYP21A2 TNXB
nejednaki CO
RP1 C4A CYP21A1P/CYP21A2 chimera
() — ¥ HII -
-—
TNXB
RP1 C4A CYP21ATP THXA ThxA
() —{ H M g 110 M -
[E—— —_— — — — —-—
RP2 C4B CYP21A2/RP2 C4B CYP21A2 TNXE

CYP21A1P chimera
Slika 10. Prikaz mehanizma nejednakog crossing over-a izmedu dva bimodularna

hromozoma sa tackama prekida u C4 genima (A), TNX genima (B) i CYP21 genima (C)

(preuzeto i modifikovano iz Genetic Steroid Disorders, 2014).
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mutacije lokalizovane u fragmentu pseudogena onemoguéavaju produkciju aktivnog

enzima.

Egzon 1 4 5 10

CH-4

CH-9

CH-6

CH-1

CH-2

5 05 0 0 T,

H
H
H
H
H

CH-7

g u u u 0o o 0

CH-5

CH-3

[HH
[HH
[HH

CH-8

o7 0 o 7 0 o P o

ol o o o o o o o

N
— i1 G B B B G L G -

0 0 0 0 0 0 0 [0

u U

/

.
p.L307fs p.R356W

€.290-13A/C>G p.1236N |p.M239K

p.G110fs

p.P30L p-Q318X

p172N
Slika 11. Struktura CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena. Sivi i beli regioni
predstavljaju sekvence nefunkcionalnog CYP21A1P i funkcionalnog CYP21A2 gena,
kako sledi. Proporcija pseudogena je prikazana sa oznaCenim odgovarajuéim

mutacijama (preuzeto i modifikovano iz Genetic Steroid Disorders, 2014).

Do danas je opisano devet tipova CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena. lzuzev
CH-4 i CH-9 svi sadrze i teSku €.290-13A/C>G mutaciju specifi¢nu za pseudogen te su
asocirani sa formom KAH-a sa gubitkom soli i oznaceni su kao klasi¢ni. Kod himernih

gena CH-4 i CH-9 tacka prekida je, medutim, locirana izmedu prvog egzona i drugog
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introna, uzvodno od ¢.290-13A/C>G mutacije. Ovakvi himerni geni, oznaeni kao
atenuirani, sadrze slabiji CYP21A1P promotor i samo p.P30L mutaciju zbog Cega
zadrzavaju parcijalnu aktivnost 21-hidroksilaze i rezultuju blazim neklasi¢nim
fenotipom (Chen i sar., 2012). Himerni CYP21A1P/CYP21A2 geni su u literaturi ¢esto
opisivani i kao velike konverzije zbog strukture samog produkta, a ne mehanizma kojim

dolazi do njihovog nastanka.

Kompletna delecija CYP21A2 gena i prisustvo himernih CYP21A1P/CYP21A2
gena komplikuju analizu mutacija metodologijom baziranom na PCR reakciji i uzrok su
poznatog dijagnosti¢kog artefakta zvanog ,,allele dropout” (Day i sar., 1995; Day i sar.,
1996). Odsustvo specifi¢nih mesta za vezivanje prajmera dizajniranih za amplifikaciju
celog CYP21A2 gena onemogucéava amplifikaciju alela kod koga je doslo do delecije te
rezultujuca sekvenca odgovara isklju¢ivo drugom, na taj na¢in neizmenjenom alelu. U
takvim slucajevima prividna homozigotnost zapravo je posledica nejednake
amplifikacije alela (Day i sar., 1996). Ova pojava mora biti uzeta u obzir prilikom
analize rezultata i kod svakog neslaganja klinickih, biohemijskih i genetickih podataka.
Za njeno razjasnjenje i u cilju izbegavanja potencijalno pogresne interpretacije rezultata,
kod svakog pacijenta obolelog od KAH-a indikovana je rutinska analiza himernih
CYP21A1P/CYP21A2 gena, kao i genotipa oba roditelja (Krone i sar., 2002).

1.2.6.3. RETKE | DE NOVO MUTACIJE

Retke mutacije koje nisu ocigledan rezultat genske konverzije su tokom
poslednjih nekoliko decenija intenzivno prijavljivane i pobrojane u odgovaraju¢im
bazama podataka (www.hgmd.cf.ac.uk, www.cypalleles.ki.se (Human Cytochrome
P450 (CYP) Allele Nomenclature Comitee)). U vecini populacija ¢ine oko 5%

mutiranih alela (White i sar., 2000). Najcesc¢e su prijavljivane u pojedinacnim
porodicama ili malim populacijama (Krone i Arlt., 2009), mada ima i onih koje su Sire
rasprostranjene (npr. p.P453S).

Oko 1% inaktiviraju¢ih CYP21A2 mutacija nastaje de novo (White i sar., 2000).
U takvim retkim slucajevima proband nosi mutaciju koja ocigledno nije nasledena od

roditelja. Dokumentovane su i de novo delecije i de novo genske konverzije (Concolino
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I sar., 2010), pri ¢emu podaci iz literature ukazuju da se delecije desavaju iskljucivo u
mejozi, dok se genske konverzije javljaju i tokom mitoze i tokom mejoze. Najcesca de
novo mutacija sa procenjenom ucestaloséu od 1 u 2x10* u opstoj populaciji (Tusié-Luna
i sar., 1995) je mikrokonverzija u intronu 2 koja uvodi ¢.290-13A/C>G u aktivan gen.
De novo mutacije mogu biti uzrokovane mejotickom mutacijom u gametogenezi
roditelja, somatskom mutacijom u germinativnoj liniji jednog od roditelja ili retko
uniparentalnom izodizomijom. U poslednjem slu¢aju potomstvo nasleduje dve identi¢ne
kopije mutiranog hromozoma od jednog roditelja koji je nosilac mutacije (Lopez-
Gutierrez i sar., 1998). Test ocCinstva ponekad moze objasniti zasto potomak nosi

mutaciju koja nije prisutna kod roditelja *New i sar., 2014).

1.2.6.4. FENOTIPSKI NEUTRALNE VARIJANTE U CYP21A2 GENU

Visoka stopa varijanti neutralnih u odnosu na fenotip bolesti je prisutna i u
CYP21A2 genu i u CYP21A1P pseudogenu. Dodatni leucin blizu N-terminusa i
p.D183E se javljaju i u pseudogenu, putem procesa genske konverzije se kopiraju u
aktivan gen, ali nemaju uticaj na aktivnost enzima (Higashi i sar., 1991). Sa druge
strane, varijante p.K102R, p.S268T i p.N493S (Rodrigues i sar., 1987; Wu i Chung,
1991) ne nastaju procesom genske konverzije. lako su navedene uobicajene varijante
okarakterisane kao normalne, ne moze biti isklju¢en njihov sinergisticki efekat ukoliko
su prisutne u istom haplotipu (Asanuma i sar., 1999). Posebno su brojne varijante u

drugom intronu ¢iji znacaj nije pouzdano objasnjen.

1.2.7. GENOTIP-FENOTIP KORELACIJA

Klasifikacija KAH-a na formu sa gubitkom soli, jednostavnu virilizuju¢u i
neklasi¢nu formu, Koristan je nacin da se aproksimativno proceni tezina bolesti i
predvidi neophodna terapija. Najjednostavniji princip uspostavaljanja genotip-fenotip
korelacije je odredivanje koja mutacija se tipicno javlja u svakoj od formi bolesti.
Pomenuti princip je veoma informativan kada razmatramo ucestale mutacije kod

homozigotnih nosilaca, medutim vecéina pacijenata sa deficijencijom 21-hidroksilaze su
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slozeni heterozigoti (65-75%) kod kojih ovakav pristup ima malu prediktivnu vrednost.
Za njih vazi pravilo da je klinicki fenotip u korelaciji sa alelom sa manjim defektom,

odnosno alelom koji dozvoljava vec¢u rezidualnu aktivnost enzima (Speiser 1 sar., 1992;

Krone i sar., 2000).

Na osnovu rezidualne aktivnosti enzima predvidene in vitro studijama,
CYP21A2 mutacije su grupisane u odgovaraju¢e mutacione grupe (Speiser i sar., 1992;
Wedell i sar., 1994; Krone i sar., 2000). Velike genske delecije i tackaste mutacije koje
rezultuju nemerljivom aktivno$éu enzima su u korelaciji sa formom sa gubitkom soli i
svrstane su u ,,null” mutacionu grupu. Splice mutacija ¢.290-13A/C>G rezultuje
minimalnom enzimatskom aktivno$¢u i pripada ,,A” grupi. Mutacije koje rezultuju
rezidualnom aktivno$¢u enzima do 5% (p.1172N) i dozvoljavaju biosintezu aldosterona
u dovoljnoj meri da gubitak soli bude sprecen, dovode do jednostavne virilizujuce
forme i pripadaju ,,B” mutacionoj grupi. I na kraju, mutacije koje odrzavaju parcijalnu
aktivnost enzima i do 60% (p.P30L) uzrokuju blagu neklasi¢nu formu i klasifikovane su
u trecu, ,,C” mutacionu grupu. Prisustvo bilo koje blage mutacije iz ,,C” mutacione
grupe ¢e odrediti klinicku ekspresiju bolesti bez obzira koja mutacija je prisutna na

drugom homologom hromozomu.

lako je stepen korelacije fenotipa KAH-a i genotipa CYP21A2 gena uopsteno
visok, prijavljeno je i odstupanje od ocekivanog fenotipa (Wilson i sar., 1995; New i
sar., 2013; Marino i sar., 2011; Krone i sar., 2000). Nekoliko studija je sugerisalo da je
stepen konkordantnosti izmedu genotipa 1 fenotipa kod pacijenata sa najtezom 1
najblazom formom bolesti visok, dok je kod pacijenata sa umereno teskom formom nizi
(Krone i sar., 2000; New i sar., 2013) (slika 12). Tako mutacije p.P30L, ¢.290-13A/C>G
I p.I1172N pokazuju varijabilne fenotipove. Mutacija p.P30L primarno odreduje
neklasi¢nu formu, ali nije redak slucaj da pacijenti sa ovom mutacijom razviju 1 klasi¢an
oblik bolesti. Sa druge strane, mutacija ¢.290-13A/C>G koja dovodi do aberantnog
iskrajanja drugog introna i asocirana je prevashodno sa formom sa gubitkom soli moze
uzrokovati i blazi fenotip. Takode, marginalna enzimatska aktivnost (2%) u slucaju
p.I1172N mutacije, specifiéno asocirane sa jednostavnom virilizujuéom formom,
ocigledno nije uvek dovoljna da sprec¢i gubitak soli, te se nekad razvije 1 najteza forma

bolesti.
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Slika 12. Korelacija genotip-fenotip kod KAH-a uzrokovanog deficijencijom 21-
hidroksilaze. Postoji visoka genotip-fenotip konkordantnost izuzev kod mutacija
p.P30L, ¢.290-13A/C>G i p.I1172N koje pokazuju korelaciju sa razli¢itim formama

bolesti (preuzeto i modifikovano iz New i sar., 2013).

Brojni drugi geneticki i sredinski faktori mogu uticati na fenotip i moraju biti
uzeti u obzir kada razmatramo varijabilnost klini¢ke ekspresije. Postojanje fenotipske
varijacije kod ¢lanova iste porodice sa istim genotipom (Schulze i sar., 1995; Chin i
sar., 1998; Bormann i sar., 1992; Chemaitilly i sar., 2005), kao i poboljsanje klinicke
slike tokom vremena kod pacijenata sa teSkom formom i potpunim odsustvom
enzimatske aktivnosti (Stoner i sar., 1986; Speiser i sar., 1991) govore u prilog tome. Na
fenotip mogu uticati mutacije u regulatornim elementima (Araujo i sar., 2007), zatim
geni modifikatori koji reguliSu steroidnu aktivnost, ekstraadrenalna hidroksilazna
aktivnost, kao i razli¢it broj receptora i razlicita osetljivost na polne hormone, kortizol i
aldosteron (Krone i sar., 2000). Takode, na fenotipsku varijabilnost efekata polnih
hormona moze delimi¢no uticati i duzina CAG ponovaka gena za androgeni receptor,

menjajuci tako aktivnost samih polnih hormona (Rocha i sar., 2008).
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1.3. OBLICI KAH-A INDUKOVANI DRUGIM STEROIDOGENIM
ENZIMIMA

Pored deficijencije 21-hidroksilaze opisane su jo§s cetiri forme KAH-a
indukuvane deficijencijom enzima citohrom P450 familije ukljuenih u proces
steroidogeneze u kori nadbubrezne Zlezde (slika 2). Tu spadaju deficijencija steroid
11B-hidroksilaze, 17a-hidroksilaze, 3B-hidroksisteroid dehidrogenaze tipa 2 i P450
oksidoreduktaze, ¢ije su karakteristike prikazane u tabeli 1. Zajednicko za sve je da se
nasleduju autozomno recesivno, a svaki defekt ponaosob karakterise jedinstveni
biohemijski profil i odgovarajuca klinicka slika (Miller i Auchus, 2011). Enzimi 21-
hidroksilaza i 11p-hidroksilaza su eksprimirani isklju¢ivo u nadbubreznoj zlezdi, dok su
enzimi 17a-hidroksilaza, 3p-hidroksisteroid dehidrogenaza tipa 2 i P450

oksidoreduktaza eksprimirani i u gonadama.

Tabela 1. Retke forme kongenitalna adrenalne hiperplazije.

o Hromozomska
Defektni enzim Gen B Ucestalost Klinicka slika
lokacija
Hipertenzija, hipokalemija,
11B-hidroksilaza | CYP11B1 8024.3 1:200000 hiperandrogenizam,
virilizacija
Hipertenzija, hipokalemija,
hipogonadizam, odsustvo
. . sekundarnih polnih
17a-hidroksilaza | CYP17Al 10924.3 1:50000 o
karakteristika kod Zenskog,
nedovoljna virilizacija kod
muskog pola
) ) ) Hiponatremija, hiperkalemija,
3B-hidroksisteroid ) N
) blaga klitoromegalija kod
dehidrogenaza HSD3B2 1p12 retka
] zenskog, nedovoljna
tipa 2
virilizacija kod muskog pola
Skeletne malformacije,
P450 virilizacija kod Zenskog,
. POR 7911.2 retka L
oksidoreduktaza nedovoljna virilizacija kod
muskog pola
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1.4. KONGENITALNA ADRENALNA HIPERPLAZIJA U SRBIJI

Rana dijagnoza KAH-a merenjem prekursora 17-OH progesterona osuSenog
uzorka krvi na filter papiru je primenjivana Sirom sveta. Ovakva strategija ima za cilj da
poveca stopu prezivljavanja obolelih od teske, potencijalno fatalne, klasi¢ne forme
bolesti sa gubitkom soli. U Srbiji ovakav neonatalni skrining program jo$ uvek nije
uveden. Dijagnoza bolesti se postavlja isklju¢ivo na osnovu klini¢kih simptoma i
hormonskog statusa pacijenata. Merenjem steroidnih hormona u serumu (17-OHP,
androstendiona, dehidroepiandrosterona, kortizola, testosterona) odreduje se klini¢ka
varijanta bolesti, a za razlikovanje zdravih individua, heterozigotnih nosilaca i obolelih

od blage neklasi¢ne forme se koristi sinaktenski test.

Molekularno-geneti¢ka dijagnoza omogucava odredivanje genotipa i u svetu se
koristi kao komplementarna metoda za potvrdu klinicke 1 biohemijske dijagnoze. Ovaj
vredan dijagnosticki alat, u Srbiji nedostupan do 2014. godine, je posebno znacajan za
potvrdu bolesti u slucajevima kada je 17-OHP neznatno poviSen, kao i za preciznu
dijagnozu nosilaca i asimptomatskih pacijenata sa blagom neklasi¢cnom formom koji tek
kasnije u zivotu razviju simptome. Prenatalna molekularno-geneticka dijagnoza
omogucava i genotipizaciju CYP21A2 gena iz izolovane DNK fetusa. Time je u slucaju
dijagnoze KAH-a omogucéena primena prenatalnog tretmana kod obolelih Zenskih fetusa
radi redukovanja genitalne virilizacije 1 posledi¢nih problema. Sve ove cinjenice
ukazuju na izrazitu potrebu za razvojem molekularne dijagnostike u cilju pre- i
postanatalne dijagnoze i genetickog savetovanja pacijenata obolelih od kongenitalne

adrenalne hiperplazije u Srbiji.
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Kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH) uzrokovana deficijencijom steroid
21-hidroksilaze je jedan od najucestalijih naslednih endokrinoloskih poremecaja sa
izuzetno komplikovanom genetickom oshovom. Molekularno-geneti¢ka dijagnostika
koja omogucava identifikaciju genotipa i koristi se za finalnu potvrdu klinicke i

biohemijske dijagnoze nije dostupna u Srbiji. Stoga su ciljevi ove doktorske disertacije:

e Optimizacija metodologije za detekciju varijanti u kodiraju¢im i nekodirajuéim
regionima CYP21A2 gena.

e Optimizacija metodologije za detekciju CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena
nastalih nejednakom razmenom delova homologih sekvenci izmedu aktivnog
CYP21A2 gena i CYP21A1P pseudogena.

e Karakterizacija novootkrivenih mutacija primenom kompjuterskih softvera
namenjenih predikciji efekta geneticke varijante na strukturu i funkciju proteina.

e Utvrdivanje spektra i ucéestalosti detektovanih mutacija u populaciji iz Srbije i
poredenje sa podacima 0 ucestalostima mutacija u populacijama iz drugih
evropskih zemalja, pre svega onih sa kojima je stanovni$tvo Srbije povezano
protokom gena.

e Analiza efekta mutacija u CYP21A2 genu na osnovu korelacije genotipa i
fenotipa analiziranih pacijenata.

e Razvoj optimalnog molekularno-genetickog algoritma za dijagnozu KAH-a
uzrokovanog deficijencijom steroid 21-hidroksilaze na osnovu celokupnog
spektra i ucestalosti detektovanih mutacija u CYP21A2 genu kod pacijenata iz
Srbije.
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. PACIJENTI

U studiju analize molekularno-geneticke osnove KAH-a ukljucena su 61
nesrodna pacijenta leCena na Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr
Vukan Cupi¢”, Institutu za endokrinologiju Klini¢kog centra Srbije i Univerzitetskoj
decijoj klinici TirSova u Beogradu. Dijagnoza bolesti je postavljena na osnovu klinicke
slike i hormonskog profila. Uzimajuéi u obzir bazalne i stimulisane vrednosti 17-OH
progesterona u krvi pacijenti su klasifikovani u dve fenotipske forme: teska klasi¢na
forma (sa gubitkom soli i jednostavna virilizuju¢a forma) i blaga neklasi¢na forma. U
grupi pacijenata sa KAH-om sa gubitkom soli analizirano je devet muskih i jedan Zenski
pacijent, u grupi pacijenata sa jednostavnom virilizuju¢om formom KAH-a jedan muski
1 14 zenskih, dok je medu pacijentima sa neklasicnom formom analizirano 25 zenskih i
dva muska pacijenta. U cilju odredivanja ili potvrdivanja genotipa pacijenata analizirani
su i uzorci srodnika prvog stepena (roditelja, brace/sestara) kad god je to bilo moguce.
Krv je uzimana sa 3,8% Na-citratom kao antikoagulansom u odnosu 9:1 i
transportovana do Instituta za molekularnu genetiku i1 geneti¢ko inZenjerstvo gde je

vr$ena izolacija DNK.

Ova studija je odobrena od strane Etickog Komiteta Instituta za zdravstvenu

zaititu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢”.

3.1.2. PRAIJMERI

Za razlicitie PCR reakcije 1 reakciju sekvenciranja su koriS¢eni odgovarajuci

specifi¢ni prajmeri ¢iji su nazivi i sekvence oznaceni u tabelama 2, 3 i 4.
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Tabela 2. Prajmeri kori$¢eni za PCR amplifikaciju aktivhog CYP21A2 gena

(Krone i sar., 2002).

Oznaka prajmera Pozicija Sekvenca 5°-3’
CYP21F 5’ UTR CGGGTCGGTGGGAGGGTA
CYP21R 3’ UTR GCGATCTCGCAGCACTGTGT

Tabela 3. Oligonukleotidni prajmeri kori§¢eni za direktno sekvenciranje CYP21A2

gena.
Oznaka prajmera Pozicija Sekvenca 5°-3’
CYP21-F 5’ UTR CGGGTCGGTGGGAGGGTA
E3-F Intron 2 GCATATCTGGTGGGGAGAAA
E3-R Intron 3 CGCTGTGGAGAAACAGTGTG
E45-F Intron 3 GCCTGCTGAACTCACACTGTT
E45-R Egzon 6 ACCTGGATTGGGGAAGAACT
E67-F Egzon 5 TGTGGACGTGATTCCCTTTC
E67-R Intron 7 AGTGCTCAGAGCTGAGTGAGG
E8910-F Intron 7 CCTCACTCAGCTCTGAGCACT
CYP21-R 3’ UTR GCGATCTCGCAGCACTGTGT
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Tabela 4. Oligonukleotidni prajmeri koriséeni za detekciju CYP21A1P/CYP21A2
himernih gena nastalih nejednakim crossing over-om (Dolzan i sar., 2003).

Velika delecija Oznaka Pozicija Sekvenca 5°-3’
Prajmera
Promotorski
) ] -302P-F ) GCGGACACCCTTGCCTGCACG
) ) Himerni region CYP21A1P
Himerni gen
gen -3 Egzon 3
sa tackom P2-R AGCAGGGAGTAGTCTCCCAAG
) CYP21A2
prekida do i
Promotorski
treceg egzona -302N-F ) GCGGACACTATTGCCTGCACA
Normalan region CYP21A2
(CH-Ex3)
gen Egzon 3
P2-R AGCAGGGAGTAGTCTCCCAAG
CYP21A2
Promotorski
) ) -302P-F ) GCGGACACCCTTGCCTGCACG
Himerni gen Himerni region CYP21A1P
sa taCkom gen 3-6 Egzon 6
) 6NA-R AGCTGCATCTCCACGATGTGA
prekida od CYP21A2
tre¢eg do Promotorski
-302N-F ) GCGGACACTATTGCCTGCACA
Sestog egzona | Normalan region CYP21A2
(CH-Ex6) gen Egzon 6
6NA-R AGCTGCATCTCCACGATGTGA
CYP21A2
Egzon 6
) ) . . EX6P-F GCCATAGAGAAGAGGGACCACAA
Himerni gen Himerni CYP21A1P
sa tackom gen 6-10
. EX10N-R 3’UTR TTAAGCCTCAATCCTCTGCAGCG
prekida od
Sestog do Egzon 6
EX6N-F GCCATAGAGAAGAGGGATCACAT
osmog egzona | Normalan CYP21A2
(CH-EXx10) gen
EX10N-R 3’UTR TTAAGCCTCAATCCTCTGCAGCG
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3.2. METODE

3.2.1. IZOLACIJA DNK

Za izolaciju DNK iz limfocita periferne krvi korisé¢en je QlAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Germany), prema uputstvu proizvodaca.

U mikrotube od 1,5 ml dodavano je 20ul QIAGEN proteaze, 200ul periferne
krvi i 200pl pufera AL. Smesa je vorteksovana 15 sekundi i zatim inkubirana na 56°C
10 min. Nakon toga je dodavano 200ul 100%-nog etanola i smeSa je ponovo
vorteksovana 15 sekundi. Smesa je zatim naneSena na QIAamp kolonu i izvrSeno je
centrifugiranje na 8000 rpm u trajanju od jednog minuta. Eluat je odbacen jer se DNK
afinitetno vezala za kolonu, a kolona je prebacena u novu tubu. Zatim je dodato 500ul
pufera AWI1 i izvrSeno centrifugiranje na 8000 rpm u trajanju od jednog minuta. U
ovom koraku se DNK, koja se vezala za kolonu, ispira od necistoca. Eluat je ponovo
odbacen, a kolona prebacena u novu mikrotubu. U slede¢em koraku dodat je AW?2 pufer
koji dodatno oslobada DNK od necistoca i izvrSeno centrifugiranje na 14000 rpm u
trajanju od tri minuta. Eluat je odbacen, kolona prebacena u novu mikrotubu i
ponovljeno centrifugiranje na istoj brzini u trajanju od jednog minuta kako bi i posledniji
tragovi etanola bili uklonjeni. Kolona je zatim prebacena u ¢istu mikrotubu od 1,5ml i
dodato je 200ul pufera AE Kkoji je eluirao DNK sa kolone. Kolona je inkubirana na
sobnoj temperaturi u trajanju od jednog minuta kako bi se povecao prinos DNK.
Centrifugiranjem na 8000 rpm u toku jednog minuta dobijeno je 200ul eluata u kome je
rastvorena  DNK. Nakon izolacije merena je koncentracija dobijene DNK na
spekrofotometru NanoVue (GEHealthcare, Life sciences), prema uputstvu za rad na

aparatu.

3.2.2. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE

Obzirom na veli¢inu aktivnog CYP21A2 gena, za njegovu specifi¢nu
amplifikaciju koris¢en je KAPA LongRange PCR system (KAPA Biosystems) koji
omoguc¢ava umnozavanje regiona do 15 kb. Prajmeri CYP21F i CYP21R su dizajnirani
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na osnovu ograni¢ene heterogenosti u nekodiraju¢im sekvencama kako bi se obezbedila

amplifikacija isklju¢ivo aktivnog gena, ali ne i pseudogena.
PCR reakciona smesa, finalne zapremine 30pl, sadrzala je:

e 1X KAPA LR pufer (bez Mg*)

e 1.75mM MgCl,

e 0.3 mM svakog dNTP

e 1U DNK polimeraze (Kapa LongRange)
e 15 pmol svakog prajmera

e 130 ng genomske DNK.

Prajmeri su dizajnirani na osnovu ogranicene heterogenosti u nekodiraju¢im
sekvencama kako bi se obezbedila amplifikacija isklju¢ivo aktivnog gena, ali ne i

pseudogena.
Vremenski i temperaturni profil PCR reakcije:

Inicijalna denaturacija  94°C/ 4 min

(94°C/ 1 min, 65°C/ 1 min, 68°C/ 6 min) X 14ciklusa

(94°C/ 1 min, 65°C/ 1 min, 68°C/ 6 min+2s elongacije za svaki ciklus) X 18 ciklusa
94°C/ 1 min

53°C/ 1 min

72°C/ 15 min

3.2.3. ANALIZA DNK NA AGAROZNOM GELU

Za verifikaciju uspeSnosti lanCane reakcije umnozavanja CYP21A2 gena
koris¢ena je horizontalna elektroforena na 1%-nom agaroznom gelu (Maniatis 1 sar.,
1982).

Kao pufer za pripremanje gela koris¢en je 1X koncentrovan TAE pufer (0,04M
Tris-acetat; 0,002M EDTA pHS8,0). Isti pufer je koris¢en i za elektroferezu. U gel je
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dodat etidijum bromid u finalnoj koncentraciji 0,5ug/ml. Etidijum bromid je
fluorescentna boja koja se interkalira u DNK i predstavlja najpogodnije sredstvo za
vizuelizaciju DNK na agaroznom gelu. Elektroforeza je tekla pri ja¢ini struje od 100
mA i konstantnom naponu od 100 V. Nakon zavrSene elektroforeze gel je analiziran pod
UV svetlom talasne duzine 312 nm. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK kori$é¢en

je komercijalni DNK marker od 1kb (Fermentas).

3.2.4. PRECISCAVANJE PCR PRODUKTA NA KOLONI

Za precis¢avanje PCR produkata na koloni je koris¢en komplet QlAquick PCR
Purification kit (QIAGEN), prema uputstvu proizvodaca. U mikrotubu sa PCR smeSom
je dodavano 85 ul PB pufera smese, nakon Cega je smeSa vorteksovana i centrifugirana
tokom 5 s. Citava zapremina je nanosena na QIAquick spin kolonu i centrifugirana na
13 000 rpm tokom 1 min radi vezivanja umnoZenog PCR produkta za kolonu. Eluat je
odbacivan, nakon cega je kolona ispirana sa 750 pl pufera PE, a zatim i centrifugirana
na 13 000 rpm tokom 1 min. Nakon odbacivanja eluata kolona je dodatno centrifugirana
na 13 000 rpm tokom 1 min, zbog dodatnog uklanjanja preostale te¢nosti. QIAquick
kolona je na kraju prebacivana u ¢istu mikrotubu od 1,5 ml i vrSeno je eluiranje sa
kolone uz pomo¢ EB pufera centrifugiranjem na 13 000 rpm tokom 1 min. Na ovaj
nacin se produkti PCR reakcije oslobadaju od preostalih prajmera, neugradenih

nukleotida, polimeraze i soli.

3.2.5 AUTOMATSKO SEKVENCIRANJE DNK

Poznavanje sekvence DNK je nezamenljiva osnova bioloskih istraZivanja.
Metoda sekvenciranja koju su razvili Sanger i saradnici 1977. godine predstavlja mo¢nu
tehniku molekularne biologije koja je omogucila analizu gena na nukleotidnom nivou
odredivanjem redosleda Cetiri baza (A, T, G i C) u DNK lancu.

Za sekvenciranje DNK koriiéen je BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready

Reaction Kit (Applied Biosystems), prema uputstvu proizvodaca. Produkti reakcije
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sekvenciranja su analizirani kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru

(3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).

Nakon amplifikacije kompletne sekvence aktivnog CYP21A2 gena long-range
PCR reakcijom, provere uspesnosti PCR reakcije na agaroznom gelu i pre¢is¢avanja
amplifikovanih produkata na koloni, DNK matrica je pripremljena i pristupa se reakciji
sekvenciranja za koju su u izradi ovog rada koris¢eni prajmeri oznaceni u tabeli 3.
Kombinacija navedenih prajmera omogudila je sekvenciranje kompletne egzonske i

intronske sekvence CYP21A2 gena.

Reakciona smesa za sekvenciranje, finalne zapremine 5ul, sadrzala je:

e precis¢en PCR produkt (60ng za duzinu od 3,4kb)
e 2 pmol prajmera

e 0,5 pl Ready reaction mix (Applied Biosystems)

Temparaturni i vremenski profil PCR reakcije za sekvenciranje:

96°C/1min
(96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/4min) X 25 ciklusa
4°C/o

Nakon reakcije sekvenciranja vrSeno je precis¢avanje uzoraka precipitacijom
natrijum-acetatom. Dodato je 40 pl 0,1M natrijum-acetata pH 5,2 rastvorenog u etanolu,
izvrseno je centrifugiranje 20 min na 13000 rpm nakon c¢ega je uklonjen supernatant.
Talogu je zatim dodato 200 pl 70% etanola, praceno centrifugiranjem 10 min na 13000
rpm, uz ponovno uklanjanje supernatanta. Ovaj korak je ponavljan dva puta. Nakon
drugog ispiranja etanolom talog je u potpunosti osusen, pa potom rastvoren u 25 pl
formamida (HiDi Formamide, Applied Biosystems) i celokupna zapremina je
upotrebljena za kapilarnu elektroforezu.

Digitalni zapis dobijen tokom kapilarne elektroforeze je obraden Sequencing

Analysis Software v5.3.2 with KB Basecaller v1.4 (Applied Biosystems). U cilju
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identifikacije varijacija dobijene sekvence vrseno je uporedivanje sa referentnom
CYP21A2 sekvencom (NCBI Gen Bank Reference Sequence: NM_000500.7).

3.2.6. DETEKCIJA HIMERNIH CYP21A1P/CYP21A2 GENA PCR-
SPECIFICNOM REAKCIJOM (PCR-SSP)

Velike delecije koje nastaju nejednakom razmenom delova homologih sekvenci
i rezultuju stvaranjem razli¢itih CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena su analizirane
primenom tri PCR reakcije sa prajmerima specificnim za sekvencu (PCR-SSP) (tabela
4). Parovi prajmera su dizajnirani tako da ,forward” prajmer odgovara sekvenci
pseudogena koja ¢ini 5° deo himernog gena, dok je ,,reverse” prajmer specifican za
aktivan gen koji ¢ini 3° deo himernog gena. Tri seta prajmera su omogucila detekciju tri
arbitrarno odredene klase himernih gena: himerne gene sa tackom prekida izmedu
pozicije -302 i egzona 3 (CH-Ex3), koji odgovaraju CH-4, CH-9 i CH-6, himerne gene
sa taCkom prekida izmedu treceg i Sestog egzona (CH-Ex6), koji odgovaraju CH-1 i
CH-2, i himerne gene sa tatkom prekida izmedu Sestog i desetog egzona (CH-Ex10)
koji odgovaraju CH-7, CH-5, CH-3 i CH-8 (tabela 4, slika 11)(Dolzan i sar., 2003).

Par prajmera od kojih je ,,forward” prajmer specifican za promotor pseudogena
(-302P), a ,reverse” prajmer specifican za sekvencu u tre¢em egzonu aktivnog gena
(P2) je omogucio amplifikaciju produkta duzine 1704bp 1 detekciju himernih gena sa
tatkom prekida od -302 do treceg egzona. Par prajmera od kojih ,.forward” prajmer
odgovara promotoru pseudogena (-302P), a ,,reverse” prajmer sekvenci Sestog egzona
(6NA) aktivnog gena omogucava amplifikaciju produkta duzine 1030 bp i detekciju
himernih gena sa tatkom prekida do Sestog egzona. Za svaki uzorak paralelno se vrsi
detekcija himernih gene sa tackom prekida do treceg 1 do Sestog egzona. Ukoliko PCR-
SSP reakcija za himerni gen sa tackom prekida do treceg egzona ne amplifikuje
produkt, a PCR-SSP reakcija za himerni gen sa tackom prekida do Sestog egzona
amplifikuje, moze se zakljuciti da se tacka prekida desila izmedu treCeg i Sestog egzona.
Poslednji set prajmera cini ,,forward” prajmer koji je specifican za sekvencu
pseudogena Sestog egzona (Ex6P) i ,,reverse” prajmer specifican za sekvencu u 3> UTR
CYP21A2 gena (Ex10N). Amplifikacija produkta specifi¢ne duzine od 1812 bp koji se

prostire od egzona 6 pseudogena do 3’ UTR aktivnog gena potvrduje prisustvo
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himernog gena sa tackom prekida izmedu Sestog i desetog egzona. Svaki od uzoraka se
paralelno testira i na prisustvo normalnog CYP21A2 alela. Za svaki par prajmera
dizajniran za detekciju CYP21A1P/CYP21A2 himernog gena dizajniran je i par prajmera
koji omogucava analognu kontrolnu amplifikaciju normalne sekvence ukoliko do
delecije nije doslo. ,,Reverse” prajmeri za detekciju normalnih alela su isti kao za
detekciju himernih gena, ali su ,,forward” prajmeri umesto za pseudogen specifi¢ni za
aktivan gen (-302N i Ex6N, tabela 4) ¢ime je omogucena amplifikacija specificnog
produkta aktivnog gena. Istovremenom PCR-SSP reakcijom za detekciju i himernih i
normalnih alela moguce je razlikovati pacijente koji su homozigoti za himerne gene od

pacijenata koji su heterozigoti sa jednim normalnim alelom.
PCR-SSP reakciona smesa, finalne zapremine 30ul, sadrzala je:

e 1x KAPA LR pufer (bez Mg*)

e 1,75 mM MgCl,

e 0,3mM svakog dNTP

e 1U KAPA LongRange DNK polimeraze (KAPA Biosystems)
e 30 pmol svakog prajmera

e 150 ng genomske DNK

Vremenski i temperaturni profil PCR-SSP reakcije:

94°C / 5min
(94 °C/1min, 62 °C/1min, 68 °C/5min) X 35 ciklusa
72 °C /10min

Amplifikovani PCR produkti su analizirani na 1%-tnom agaroznom gelu zajedno sa

pozitivnim kontrolama za svaku od tri klase himernih gena.
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3.2.7. IN SILICO ANALIZA

Novootkrivene CYP21A2 varijante, koje nisu nadene pretraZzivanjem baza

podataka (www.hgmd.cf.ac.uk, www.cypalleles.ki.se), su podvrgnute in silico analizi

upotrebom bioinformati¢kih softvera koji predvidaju efekat varijante na funkciju

proteina. Proteinske sekvence su preuzete sa sajta Ensemble (http://www.ensembl.org).

Program Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) (Sievers i sar., 2011)
je koris¢en za ispitivanje evolucione ocuvanosti izmenjenih aminokiselina.
Poravnanjem veceg broja proteinskih sekvenci iz razlicitih organizama se proverava
prisustvo odredene aminokiseline na datoj poziciji kod vrsta koje se nalaze na razli¢itom
stepenu filogenetske udaljenosti. Za analizu nesinonimnih aminokiselinskih zamena
koris¢eni su softveri: PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT
(http://sift.jcvi.org/) i MutPred (http://mutpred.mutdb.org/). Ovim programima se
predvida da li je ispitivana promena sekvence mutacija koja dovodi do razvoja bolesti ili
varijanta koja je neutralna u odnosu na fenotip. PolyPhen-2 predvida mogucéi efekat
aminokiselinske zamene na strukturu i1 funkciju humanih proteina, dok SIFT analizira
slicnost sekvenci srodnih proteina i ne zahteva informacije o strukturi i funkciji
proteina. Swiss-Pdb Viewer program (http://www.expasy.org/spdbv) (Arnold i sar.,
2006) je koris¢en za predvidanje proteinske strukture mutiranog proteina na osnovu
teoretskog modela humanog CYP21 zasnovanog na ze¢jem CYP2CS5. Koris¢ena PDB
Sifra je 2GEG (http://www.rcsb.org/pdb) (Robins i sar., 2006).
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U studiju molekularne karakterizacije gena za steroid 21-hidroksilazu uklju¢eno
je 61 nesrodnih pacijenata od kojih je 31,1% (19/61) imalo dijagnozu KAH-a sa
gubitkom soli, 24,6% (15/61) jednostavnu virilizuju¢u formu i 44,3% (27/61) blagu
neklasicnu formu. U cilju odredivanja ili potvrdivanja genotipa pacijenata vrSena je
analiza segregacije alela u porodicama, pa su, kad god je bilo moguce, analizirani i
uzorci srodnika prvog stepena (roditelja, brace/sestara). Kombinacijom strategije
direktnog sekvenciranja CYP21A2 gena i detekcije himernih CYP21A1P/CYP21A2 gena
PCR-SSP metodom analizirano je 122 hromozoma. Sirok spektar patogenih mutacija je
identifikovan na 100 hromozoma dajuc¢i ukupan nivo detekcije mutacija od 82,0%.
Stopa detekcije mutacija kod pacijenata sa KAH-om sa gubitkom soli je bila 94,7%
(36/38 alela), 83,3% (25/30 alela) kod pacijenata sa jednostavnom virilizuju¢om
formom 1 72,2% (39/54 alela) kod pacijenata sa neklasicnom formom KAH-a.
Molekularni defekt u CYP21A2 genu je identifikovan kod 88,5% (54/61) analiziranih
pacijenata, pri ¢emu zbog ograni¢enja metode ili nedostatka roditeljskih uzoraka u
slucaju Cetiri patogena hromozoma nije bilo mogucée precizno odrediti mutaciju. Ovi
hromozomi zajedno sa hromozomima pacijenata kod kojih nije detektovana nijedna
mutacija u CYP21A2 genu 11,5% (7/61) nisu dalje razmatrani prilikom odredivanja
ucestalostih pojedinih CYP21A2 mutacija u populaciji.

4.1. MUTACIJE U CYP21A2 GENU

4.1.1. DETEKCIJA MUTACIJA CYP21A2 GENA

Metodom direktnog sekvenciranja CYP21A2 gena kod pacijenata sa KAH-om
detektovan je celokupan navedeni spektar mutacija specifi¢nih za pseudogen, kopiranih
procesom genske konverzije, ali su detektovane i retke sporadi¢ne, kao i nove, do danas
neprijavljene mutacije. U analiziranoj grupi pacijenata detektovano je sedam missense
mutacija koje su dovele do nesinonimne aminokiselinske zamene u proteinskoj
sekvenci, jedna nonsense mutacija koja je uzrokovala nastanak prevremenog STOP
kodona, jedna splice mutacija koja je dovela do promene mesta iskrajanja introna, dve

frameshift mutacije koje su uzrokovale pomeranje okvira Citanja (delecija osam
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Slika 13. Prikaz DNK sekvenci delova CYP21A2 gena sa ozna¢enim mutacijama kod
pacijenta sa normalnom sekvencom (N/N), pacijenta heterozigota za ozna¢enu mutaciju
(N/M) i pacijenta homozigota za detektovanu mutaciju (M/M). (A) Deo sekvence prvog
egzona CYP21A2 gena sa missense mutacijom p.P30L (c.89C>T) (B) Deo sekvence
drugog introna CYP21A2 gena sa splice mutacijom (c.290-13A/C>G) (C) Deo sekvence
treéeg egzona CYP21A2 gena  sa malom delecijom p.G110fs
(c.329_336delGAGACTAC).
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nukleotida i insercija jednog nukleotida), mala konverzija kojom su kopirana tri egzona
pseudogena, dok je na tri patogena hromozoma identifikovano vise od jedne mutacije.
Primeri rezultata sekvenci sa oznaCenim missense p.P30L (c.89C>T), splice ¢.290-
13A/C>G i frameshift p.G110fs (c.329_336del GAGACTAC) mutacijama detektovanim
u CYP21A2 genu su prikazani na slici 13, pri ¢emu su paralelno date normalne,

heterozigotne i homozigotne sekvence.

Direktnim sekvenciranjem nije bilo moguce razlikovati homozigotnost od
hemizigotnosti koja se Cesto javlja prilikom analize CYP21A2 genskog lokusa kao
posledica velikih genomskih rearanzmana na jednom od hromozoma. Iz tog razloga,
ukoliko je prilikom sekvenciranja primeéena homozigotnost, obavezno je vrSena i
detekcija CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena. Zbog moguénosti prisustva vise
mutacija na jednom hromozomu, molekularna studija roditeljskih uzoraka je
omogucavala razvrstavanje mutacija na razli¢ite hromozome, te je, takode, analiza

roditeljskih gena vrSena kadgod je to bilo moguce.

Izuzev promena u sekvenci gena koje dovode do razvoja bolesti sekvenciranjem
svih egzona i introna CYP21A2 gena detektovana je i ucestala duza izoforma proteina sa
dodatnom leucinskom reziduom, kao i uobicajene aminokiselinske zamene koje ne uticu
na funkciju enzima. Tu spadaju varijante p.K102R u egzonu 3, p.S268T u egzonu 7,
p.S468G i p.N493S u egzonu 10. U tabeli 5 su prikazane i brojne detektovane tihe
tackaste mutacije kod kojih postoji promena u kodirajuéem delu gena, ali zbog
izrodenosti DNK koda ne dolazi do promene aminokiseline i same strukture proteina,

kao i varijante u intronimai 5’ i 3> UTR regionima.
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Tabela 5. Tihe mutacije i intronske varijante detektovane u CYP21A2 genu

Pozicija Promena na nivou DNK Promena na nivou proteina
g.-14A>G
5 UTR
g.-4C>T
€.115C>T p.L39=
Egzon 1
c.135C>A p.P45=
Egzon 2 c.270C>A p.G90=
IVS2+9C>T
IVS2+33 A>C
Intron 2 IVS2+67C>T
IVS2-109 G>C
IVS2-45T>C
Intron 3 IVS3+38C>T
IVS4-15C>A
Intron 4
IVS4-8T>C
Egzon 6 c.702T>C p.D234=
IVS6+12,13 AC>GT
Intron 6
IVS6-21C>T
Egzon 7 C.744C>G p.L248=
Intron 7 IVS7+11G>C
Egzon 9 c.1122C>T p.S374=
Egzon 10 c.1470G>A p.P490=

4.1.2. DETEKCIJA HIMERNIH CYP21A1P/CYP21A2 GENA

Himerni CYP21A1P/CYP21A2 geni sa razlicitim tackama prekida koji nastaju u

mejozi kao rezultat nejednakog crossing over-a analizirani su sa tri PCR reakcije sa

prajmerima specificnim za sekvencu (PCR-SSP). Radi jednostavnosti detekcije i analize

himerni geni su aproksimativno podeljeni u tri klase: himerni geni sa tactkom prekida u

regionu od -302 do treceg egzona (CH-Ex3), sa tackom prekida izmedu treceg i Sestog

egzona (CH-Ex6) i tatkom prekida izmedu Sestog i desetog egzona (CH-Ex10). Za

detekciju svake od ove tri klase himernih gena su koris¢ena dva seta prajmera: jedan
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koji omoguéava amplifikaciju specificnog himernog gena i drugi koji omogucéava
amplifikaciju fragmenta normalnog gena. Zbog postojanja visokog stepena homologije
izmedu aktivnog CYP21A2 gena i CYP21A1P pseudogena precizne tacke prekida nije
bilo moguce utvrditi. Na slikama 14, 15 i 16 je prikazan obrazac PCR produkata kod
pacijenata testiranih na prisustvo CH-Ex3, CH-Ex6 i CH-Ex10 himernih gena, kako
sledi. U Ex3-M, Ex6-M i Ex10-M PCR reakcijama su kori§¢eni prajmeri koji
omogucavaju amplifikaciju odgovaraju¢ih himernih gena, dok su u Ex3-N, Ex6-N i

Ex10-N reakcijama koriS¢eni prajmeri za amplifikaciju normalnih sekvenci.

Ex3-M Ex3-N Ex3-M Ex3-N M

W

&
A

Slika 14. Rezultati PCR-SSP reakcije za detekciju CH-Ex3 himernih gena. Pacijent P1-
wt; Pacijent P2-heterozigotni nosilac himernog CYP21A1P/CYP21A2 gena CH-EX3; M-

DNK marker od 1kb.
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Ex6-M Ex6-N Ex6-M Ex6-N Ex6-M Ex6-N M

P1 P2 P3

gena (Dolzan i sar., 2003).

Slika 15. Rezultati PCR-SSP reakcije za detekciju CH-Ex6 himernih gena. Pacijent P1-
wt; Pacijent P2-homozigot za CYP21A1P/CYP21A2 himerni gen sa bar jednim CH-Ex6
himernim genom. Analiza drugih himernih gena ¢e utvrditi da li je pacijent homozigot
za CH-EXx6 ili se na drugom homologom hromozomu nalazi druga klasa himernih gena;
Pacijent P3-heterozigotni nosilac himernog CYP21A1P/CYP21A2 gena CH-Ex6; M-
DNK marker od 1Kkb.

PCR-SSP reakcija namenjena za detekciju himernih gena sa tackom prekida od
Sestog do desetog egzona je uvek amplifikovala i specifiéni produkt kod pacijanata

pozitivnih za p.V281L mutaciju, §to je objasnjeno prisustvom dupliciranog CYP21A1P
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Ex10-M Ex10-N Ex10-M Ex10-N Ex10-M Ex10-N ™M
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Slika 16. Rezultati PCR-SSP reakcije za detekciju CH-Ex10 himernih gena. Pacijenti P1
i P3- heterozigotni nosioci himernog CYP21A1P/CYP21A2 gena CH-Ex10; pacijent P2-
wt; M-DNK marker od 1kb.

Ograni¢enje PCR-SSP metodologije se ogleda u slu¢aju pacijenata koji su
sloZzeni heterozigoti za dva himerna gena sa tackom prekida do Sestog egzona. Naime,
pacijenti sa genotipom [CH-Ex3; CH-Ex3] i [CH-Ex3; CH-Ex6] pokazuju isti obrazac
PCR traka te je stoga za preciznu determinaciju njihovog genotipa neophodno
analizirati roditeljske gene.

Himerni CYP21A1P/CYP21A2 geni su identifikovani kod 12 pacijenata, pri
¢emu su himerni geni sa tackom prekida do treceg egzona (CH-Ex3) detektovani na
devet hromozoma, himerni geni sa tatkom prekida izmedu treceg i Sestog egzona (CH-
Ex6) na tri hromozoma, a himerni geni sa tackom prekida izmedu Sestog i desetog

egzona (CH-Ex10) na dva hromozoma sa patogenim efektom na fenotip.
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4.1.3. SPEKTAR I UCESTALOST MUTACIJA U CYP21A2 GENU

Molekularnom karakterizacijom CYP21A2 gena u analiziranoj grupi pacijenata
identifikovan je celokupan spektar poznatih mutacija specifi¢nih za pseudogen, sve tri
klase CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena, ali su detektovane i retke, kao i dve nove
mutacije. Ukupno je detektovano 18 alela sa patogenim efektom. Nakon ekstenzivne
analize sekvence CYP21A2 gena kod 13,1% (8/61) pacijenata je identifikovana mutacija

na samo jednom homologom hromozomu.

Najucestaliji uzrok KAH-a kod pacijenata iz Srbije je intronska splice mutacija
€.290-13A/C>G, detektovana na 20 od 108 analiziranih hromozoma (18,5%), odnosno
na skoro jednoj petini svih hromozoma. Missense mutacija p.P30L i himerni
CYP21A1P/CYP21A2 geni su se javili sa istom relativnom ucestalo$¢u od po 13,0%.
Himerni geni sa taCkom prekida do tre¢eg egzona CH-Ex3 su detektovani sa relativnom
ucestalos¢u od 8,3%, a sa ucestalostima 2,8% i 1,9% himerni geni sa taCkom prekida

izmedu treceg i Sestog (CH-Ex6) i Sestog i desetog egzona (CH-Ex10), kako sledi.

Preostali molekularni defekti detektovani u CYP21A2 genu su imali sledece
ucestalosti: p.R356W (11,1%), p.G110fs (7,4%), p.Q318X (4,6%), p.V281L (4,6%),
p.1172N (2,8%), p.L307fs (2,8%), p.P453S (1,9%) (slika 17). Spektar detektovanih
mutacija u CYP21A2 genu, njihove karakteristike i uéestalosti kod pacijenata sa KAH-
om u Srbiji su prikazani u tabeli 6, a na slici 17 je dat graficki prikaz distribucije

najucestalijih detektovanih mutacija.

Na osam hromozoma su u CYP21A2 genu detektovane visestruke mutacije
(7,4%), pri cemu je sedam hromozoma (6,5%) imalo dve, a jedan hromozom (0,9%)
viSe od dve mutacije. Dva kompleksna alela sadrzala su i mutacije koje su nastale de
novo: ¢.[290-13A/C>G; 841G>T] i mala konverzija Ex6-Ex8. U prvom slucaju pacijent
je na jednom hromozomu imao ¢.290-13A/C>G mutaciju, a na drugom c.[290-
13A/C>G; 841G>T], pri ¢emu je majka bila nosilac p.V281L (c.841G>T) mutacije, a
uzorak oca nije bio dostupan za analizu. Sobzirom da je kod deteta na oba hromozoma
detektovana ¢.[290-13A/C>G] mutacija zakljuéeno je da je ona morala nastati de novo u

oogenezi. Kod drugog pacijenta na jednom hromozomu je detektovana Ex6-Ex8
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konverzija odnosno slozeni p.[I1236N; V237E; M239K; V281L; L307fs; Q318X;
R356W] alel, a na drugom p.P453S mutacija. Kod oca je potvrdeno prisustvo p.P453S

mutacije, dok kod majke nije detektovana nijedna patogena mutacija. Analizom

segregacije alela u porodici preostalih Sest slozenih haplotipova je identifikovano i kod

roditelja. Mutacija koja se najceSce javila u haplotipu sa drugim mutacijama (u ¢ak

75,0% hromozoma sa slozenim alelima) bila je p.P453S. Interesantno je da je

pojedinaéno pomenuta mutacija prisutna na samo dva hromozoma sa patogenim

efektom (1,9%), dok je na cak Sest hromozoma kopirana en bloc sa ¢.290-13A/C>G

(3,7%) odnosno p.P30L (1,9%) mutacijom.

Tip mutacije

P453S ,9

L307fs 2,8

1172N 2,8

¢.[290-13AC>G; 1357C>T] 3,7

Q318X 4,6

V281L 4,6

G110fs

R356W

P30L
CYP21A1P/CYP21A2

€.290-13A/C>G (12G)

7,4

11,1

13,0

13,0

18,5

10

12

14

16

18 20

Procenti (%)

Slika 17. Distribucija ucestalih mutacija u CYP21A2 genu kod pacijenata iz Srbije.
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Na pet hromozoma sa patogenim efektom na fenotip (4,6%) detektovano je
prisustvo mutacija koje nisu potvrdene u roditeljskim genima sugeriSuci da se radi o de
novo mutacijama. Jedina detektovana tackasta de novo mutacija, prisutna na ¢ak tri
hromozoma, je bila ¢.290-13A/C>G. Analiza roditeljskih gena je sugerisala da je
mutacija u dva slucaja nastala u oogenezi, dok za tre¢eg pacijenta nije bilo moguce
utvrditi njeno poreklo. Preostala dva de novo alela su: CYP21A1P/CYP21A2 himerni
gen sa tackom prekida do Sestog egzona (CH-Ex6 gen) najverovatnije nastao kao
rezultat nejednakog CO-a i Ex6-Ex8 konverzija kojom su iz pseudogena u aktivan gen
kopirani Sesti, sedmi i osmi egzon. Zbog visokog stepena homologije aktivnog
CYP21A2 gena i CYP21A2P pseudogena nije bilo moguce ustanoviti precizne tacke
prekida ovih novih mutacionih dogadaja. Vazno je napomenuti, pritom, i da

potvrdivanje maj¢instva i o€instva analizom mikrosatelita (markera) nije vr$eno.

m1 Sloieniheterozigoti
m2z Homozigoti

3 Pacijentisajednom
identifikovanom
mutacijom

Slika 18. Distribucija sloZenih heterozigota, homozigota i pacijenata sa jednom
detektovanom mutacijom.

Od 54 pacijenata sa detektovanim mutacijama u CYP21A2 genu oko dve treéine
su bili slozeni heterozigoti (66,7%), pacijenti sa samo jednom detektovanom mutacijom
su Cinili 14,8% analiziranih pacijenata, dok su se homozigoti javili sa ucestalos¢u od

13,0% (slika 18). Kod preostalih pacijenata genotip nije bilo moguce utvrditi zbog
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ograni¢enja metode ili prisustva viSestrukih mutacija, a nemogucnosti analize
roditeljskih gena. Kao $to je i ocekivano, ve¢ina homozigotnih pacijenata imala je
najucestalije ¢.290-13A/C>G i p.P30L mutacije, dok je jedan pacijent bio homozigot za
malu deleciju p.G110fs, a jedan za redak kompleksan alel ¢.[290-13A/C>G; 1357C>T].

4.1.4. NOVE VARIJANTE U CYP21A2 GENU

Dva od 18 detektovanih patogenih alela do danas nisu prijavljena u
odgovaraju¢im bazama podataka i dostupnoj literaturi. Nove mutacije ¢.386T>C
(p.L129P) i ¢.493T>C (p.S165P) su locirane u tre¢em i Cetvrtom egzonu CYP21A2
gena, kako sledi (slika 19). Oba alela su detektovana u pojedinacnim porodicama i
njihovo prisustvo je potvrdeno kod roditelja. Mutacija p.L129P je detektovana kod
pacijenta sa teSkim oblikom KAH-a sa gubitkom soli, koji na drugom alelu ima c.[290-
13A/C>G; 1357C>T], a mutacija p.S165P je detektovana kod pacijenta sa blagom

neklasi¢nom formom bolesti, koji na drugom alelu ima p.1172N.

A) B)

| I O T N U I NN D I I B B BN | IT1Trr1tlbe . b rnl
c cc Toe ¢ T o fo oo 5o c a7 coc o s I T T ¢ £ £ 1 ¢ 7coc T oc
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Slika 19. (A) DNK sekvenca dela egzona 3 CYP21A2 gena kod pacijenta koji je
heterozigotni nosilac novodetektovane mutacije ¢.386T>C (p.L129P); (B) DNK

sekvenca dela egzona 4 CYP21A2 gena kod pacijenta koji je heterozigotni nosilac
novodetektovane mutacije ¢.493T>C (p.S165P).
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Patogeni efekat datih mutacija procenjen je in silico analizama upotrebom
PolyPhen-2, SIFT i MutPred bioinformatickih programa. Ovi softverski programi
omogucavaju predikciju uticaja zamene aminokiselina na strukturu i funkciju proteina.
Kod sva tri programa skor moze imati vrednosti od 0 do 1, pri ¢emu vrednosti blize nuli
oznacavaju najverovatnije benigne, dok vrednosti blize jedinici oznacavaju promene
koje najverovatnije narusavaju funkciju proteina. Izuzetak je SIFT program kod koga su
najverovatnije benigne promene predvidene vrednostima blizim jedinici, a patogene

promene vrednostima blizim nuli.

Za obe mutacije, p.L129P i p.S165P, PolyPhen-2 skor je bio isti 0,997 (slika
20), predvidajuéi da su one verovatno $tetne. SIFT skor za p.L129P je bio 0,01 ¢ime je
potvrden $tetan efekat ove promene na proteinsku funkciju, dok je za mutaciju p.S165P
skor bio 0,08 predvidaju¢i funkcionalni efekat koji je tolerisan. MutPred verovatnoca
Stetnosti mutacija je bila 0,595 za p.L129P (sa p=0,0394 gain of disorder) i 0,633 za

p.S165P, dajuci potvrdu da su mutacije verovatno patogene.

PolyPhen-2 ,

PolyPhen-2 report for Q16874 L130P

Query
Protein Acc  Position AAy AA; Description

SubName: Full=Cytochrome P450 21-hydroxylase; SubName: Full=Cytochrome P450, family 21, subfamily A, polypeptide 2; SubName: Full=Cytochrome
P450, family 21, subfamily A, polypeptide 2, isoform CRA_b; SubName: Full=DJ34F7 3 (Cytochrome P450, subfamily XXIA (Steroid 21-hydroxylase,

Q16874 130 S P congenital adrenal hyperplasia), polypeptide 2 (CYP21, P450c21B)). SubName: Full=Steroid 21-hydroxylase; SubName: Full=Uncharacterized protein;
SubName: Full=cDNA, FLJ95495, Homo sapiens cytochrome P450, family 21, subfamily A, polypeptide 2(CYP21A2), mRNA; Length: 495
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.997 (sensitivity: 0.41; specificity: 0.98)

000 0,20 040 0,60 0,80 1.00
HumVar
Details
Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)
3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

Slika 20. Predikcija efekta p.L129P aminokiselinske zamene na funkciju CYP21Al

proteina sa PolyPhen-2 programom.
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U cilju odredivanja evolucione o¢uvanosti zamenjenih aminokiselina izvrseno je
poravnanje aminokiselinskih sekvenci steroid 21-hidroksilaze pet odabranih organizama
sa Clustal Omega programom. Ova analiza je ukazala na evolucionu o¢uvanost Leul29
i Ser165 rezidua medu CYP21A2 ortolozima (slika 21).

Canis familiaris
Oryctolagus cuniculus ¥
Gorilla gorilla
Pan troglodytes
Homo sapiens

Slika 21. Analiza evolucione o¢uvanosti aminokiselina leucina i serina na pozicijama
129 i 165, kako sledi, medu CYP21A2 ortolozima uz pomo¢ Clustal Omega programa.
Simbolom zvezdice (*) su oznaene pozicije na kojima se nalaze evoluciono o¢uvane
aminokiseline, dok su ciljne aminokiseline uokvirene. Redom su poravnate sekvence
dela CYP21A2 proteina iz slede¢ih organizama: Canis familiaris (domaci pas),
Oryctolagus cuniculus (patuljasti kuni¢), Gorilla gorilla (gorila), Pan troglodytes

(simpanza) i Homo sapiens (Govek).

Trodimenzionalni molekularni model CYP21A2 proteina, konstruisan i
analiziran Swiss-Pdb viewer programom, pokazao je da se Leul29 nalazi u petlji
izmedu C-heliksa i D-heliksa, dok je Ser165 lociran u E-heliksu CYP21A2 proteina. Na
slici 22 su prikazani regioni proteina koji sadrze aminokiseline na pozicijama 129 i 165.
U slucaju zamene aminokiseline lizin prolinom na poziciji 129 vodoni¢na veza sa
Leul27 (oznacenim ljubi¢astom bojom) je ostala nepromenjena, ali je prisustvo rigidne
prolinske rezidue na ovoj poziciji izazvalo sterne smetnje sa Serl25 (oznacenim
zelenom bojom) i Leul28 (tamno plavom). U sluc¢aju mutacije p.S165P, vodoniéne veze
sa Cys169 (oznacenim svetlo roze bojom), Glul61 (tirkiz) i Glu162 (zelenom) su ostale
nepromenjene, ali je zamena sa prolinom i ovde dovela do sternih smetnja sa poslednje

dve aminokiseline.
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Leul28

Slika 22. Trodimenzionalni molekularni CYP21A2 model - prikaz interakcija
zamenjenih aminokiselina 1) sa prolinom na poziciji 129. 2) sa prolinom na poziciji
165. Varijantna aminokiselina je prikazana svetlo narandzastom bojom, vodoni¢ne veze
su predstavljene zelenim isprekidanim crticama, dok je ,sudaranje” prikazano

ljubicastim isprekidanim crticama.

4.2. KORELACIJA GENOTIPA CYP21A2 GENA | FENOTIPA KAH-A

Na osnovu klinicke slike i hormonskih vrednosti pacijenti su klasifikovani u
odgovarajuce fenotipske kategorije. Dijagnozu blage neklasi¢ne forme bolesti je imalo
27 pacijenata, 15 je imalo jednostavnu virilizujuéu i 19 pacijenata formu sa gubitkom
soli. Identifikovan je 31 razlicit genotip i analizirana je korelacija CYP21A2 genotipa i

fenotipa kod pacijenata obolelih od KAH-a u Srbiji (tabela 7).

U grupi pacijenata sa najblazom neklasicnom formom KAH-a najucestalija
detektovana mutacija je bila p.P30L (25,0%), zatim p.R356W (13,6%) i p.V281L
(9,0%) (Tabela 7). U skladu sa tim, najucestaliji detektovani genotipovi su bili
homozigoti za p.P30L i slozeni heterozigoti p.[P30L];[R356W]. Kod pacijenata sa
jednostavnom virilizuju¢om formom KAH-a najucestalija mutacija je ¢.290-13A/C>G
(26,9%), zatim CH-Ex3 himerni gen (15,4%) i p.P30L (11,5%), dok su najucestaliji
genotipovi pored ¢.290-13A/C>G mutacije imali i himerni CH-Ex3 gen.
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Tabela 7. Ucestalost mutacija u CYP21A2 genu podeljena prema fenotipskim klasama

CYP21A2 mutacije’ Trivijalna SW SV NC Ukupno
Proteinska/ nukleotidna varijacija  nomenklatura
CH-Ex3 velika 1 4 4 9
konverzija
CH-Ex6 (ke 2 1 3
onverzija
CH-Ex10 velika delecija 1 1 2
p.P30L (c.89C>T) P30L 3 11 14
- IVS2-13A/C>G

(c.290-13A/C>G) ili 12G s AL
p.G110fs (c.329_336del) Del8bp 6 2 8
p.L129P%(c.386T>C) - 1 1
p.S165P%(c. 493T>C) - 1 1
p.I1172N (c.515T>A) 1172N 2 1 3
p.V281L (c.841G>T) V281L 1 4 5
p.L307fs (c.920_921insT) F306+t 1 2 3
p.Q318X (c.952C>T) Q318X 3 1 1 5
p.R356W (c.1066C>T) R356W 4 2 6 12

p.P453S (c.1357C>T) P453S 1 1 2

p.[ P30L; P453S]

C.[89C>T; 1357C>T] P30L, P4535 L L 2
¢.[290-13A/C>G; 1357C>T] 12G, P453S 3 1 4
¢.[290-13A/C>G; 841G>T] 12G, V281l L L

p.[1236N; V237E; M239K; V281L;
L307fs; Q318X; R356W]
C.[707T>A; T10T>A; 716T>A; k'i’r‘f/j;ﬁa 1 1
841G>T; 920 921insT; 952C>T; J
1066C>T]

Dodatni patogeni aleli® 2 1 1 4
Ukupno detektovano 36 25 39 100

Aleli bez identifikovanih mutacija 2 1 5 8
Ukupno 38 26 44 108

! Nomenklatura, * Nove mutacije, ® Mutacije koje nisu mogle biti distribuirane na
razli¢ite alele zbog ograni¢enja metode i/ili nemoguénosti analize roditeljskih uzoraka.

Mutacija ¢€.290-13A/C>G takode je bila najucestalija i kod pacijenata sa
najtezom formom KAH-a (36,8%), detektovana na cak 14 hromozoma, bilo kao

pojedina¢na mutacija (23,7%) ili u sklopu slozenih haplotipova (10,5%). Pored nje, po
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ucestalosti su se izdvojile i p.G110fs (15,8%), p.R356W (10,5%), a najucestaliji genotip
je bio ¢.[290-13A/C>G];c.[329_336del].

Na osnovu ocekivane enzimatske aktivnosti genotipovi su klasifikovani u ,,null”,
A7, ,.B”, ,,C” i ,,D” mutacionu grupu. Pacijenti sa genotipovima na osnovu kojih nije
bilo moguce predvideti fenotip su svrstani u grupu ,,D” i nisu analizirani. Tu spadaju
pacijenti kod kojih su detektovane nove mutacije nepoznate in vitro aktivnosti enzima,
pacijenti sa samo jednom detektovanom mutacijom i pacijenti sa CH-Ex3 himernim
genom kada na drugom homologom hromozomu nije prisutna blaga mutacija grupe ,,C”
koja bi uslovila najblazi fenotip. Obzirom da nije odredivano da li himerni CH-Ex3 geni
sadrze i €.290-13A/C>G mutaciju u takvim slu¢ajevima je bilo nemoguce predvideti
enzimatsku aktivnost i fenotipski ishod. Aleli sa viSestrukim mutacijama su

klasifikovani prema najtezoj mutaciji haplotipa (tabela 8).

Prisustvo bar jedne teske mutacije (himerni CYP21A1P/CYP21A2 gen, c.290-
13A/C>G, p.G110fs, p.[1236N; V237E; M239K], p.L307fs, p.Q318X, p.R356W) je
pokazano kod 42 pacijenta (77,8%), dok je i u grupi pacijenata sa blagom neklasi¢cnom

formom teska mutacija detektovana u visokom procentu (51,9%).

Nakon ekstenzivne analize sekvenciranjem CYP21A2 gena kod osam pacijenata,
Sest zenskih i dva muska, identifikovana je samo jedna patogena mutacija. Pet
pacijenata je imalo dijagnozu blage neklasicne forme KAH-a, a tri pacijenta su imala
dijagnozu klasi¢ne forme, od ¢ega dva formu sa gubitkom soli, a jedan jednostavnu
virlizujuéu formu. Kod tri pacijenta jedina detektovana mutacija je bila p.R356W
mutacija, kod dva p.V281L mutacija, a preostala tri pacijenta su imala himerni CH-Ex3
gen, p.Q318X i ¢.290-13A/C>G mutaciju. Od sedam pacijenata kod kojih nije
identifikovana nijedna patogena mutacija pet je bolovalo od neklasi¢ne forme bolesti, a

dva od jednostavne virilizuju¢e forme bolesti.
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Tabela 8. Genotip CYP21A2 gena i fenotip KAH-a u analiziranoj grupi pacijenata

Mutaciona
grupa

Null

Ukupno

Alel 1

CH-Ex6
CH-Ex10
p.Q318X
p.G110fs
p.G110fs

€.290-13A/C>G
€.290-13A/C>G

€.290-13A/C>G

€.290-13A/C>G
€.290-13A/C>G
c.[290-13A/C>G;
1357C>T]
c.[290-13A/C>G;
1357C>T]
p.1172N

p.1172N

p.P30L
p.P30L
p.P30L
p.P30L
p.P30L
p.P30L
p.P30L
p.V281L
p.vV281L
p.P453S
p.P453S
CH-Ex3
CH-Ex3
CH-Ex3
CH-Ex3
p.S165P"

p.L129P"

Pacijenti sa
jednom mutacijom

Alel 2

p.R356W
p.R356W
p.L307fs
p.L307fs
p.G110fs
p.Q318X
p.R356W
[c.290-13A/C>G;
841G>T]
€.290-13A/C>G
p.G110fs

p.R356W

€.[290-13A/C>G;
1357C>T]
€.290-13A/C>G
€.[290-13A/C>G;
1357C>T]
CH-Ex10
CH-Ex3
p.P30L
p.L307fs
p.G110fs
€.290-13A/C>G
p.R356W
p.R356W
p.G110fs
€.290-13A/C>G
Ex6-Ex8 konverzija
CH-Ex6
p.R356W
€.290-13A/C>G
p.[P30L; P453S]
p.1172N
€.[290-13A/C>G;
1357C>T]

Broj
pacijenata

R WOW P PR R PR

P PRPNRNRPRRPRPRPORRPRRPWRR, P P P

[e0)

ol

Fenotip
SW SV NC
1
1

1
1
1
2 1
1
1
1 1 1
3
1
1
1
1
1
1
1 2
1
1
1
1 2
1
1
1
1
1 1
1
2
1
1
1
2 1 5
18 12 21

! Novi genotip, * Pacijenti koji nisu klasifikovani zbog nemoguénosti predvidanja enzimatske

aktivnosti.
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DISKUSIJA

Ova studija predstavlja prvu kompletnu analizu mutacija u CYP21A2 genu kod
pacijenata obolelih od kongenitalne adrenalne hiperplazije u Srbiji. Upotrebom metoda
PCR-SSP i direktnog sekvenciranja CYP21A2 gena odreden je spektar i ucestalost
CYP21A2 mutacija i analizirana je korelacija genotipa CYP21A2 gena i fenotipa kod 61
nesrodna pacijenta kojima je KAH dijagnostifikovan u tri referentna beogradska
zdravstvena centra, ¢ime je obezbedena reprezentativna grupa i pedijatrijskih i

pacijenata sa kasnim ishodom bolesti.

5.1. SPEKTAR I UCESTALOST MUTACIJA U GENU CYP21A2 KOD
PACIJENATA OBOLELIH OD KAH-A U SRBIJI

Molekularno-genetickom analizom CYP21A2 gena detektovano je 18 patogenih
alela od kojih su dva prijavljena prvi put. Izuzev novih mutacija, spektar detektovanih
mutacija je u saglasnosti sa prijavljenim mutacijama u drugim evropskim zemljama,

dok su izvesne razlike primeéene kada su razmatrane njihove ucestalosti (tabela 9).

Najcesée detektovana mutacija u CYP21A2 genu koja se kod pacijenata sa
kongenitalnom adrenalnom hiperplazijom u Srbiji javila sa relativnom ucestalo$¢u od
18,5% je ¢.290-13A/C>G. Supstitucija A/C>G aktivira kripticno mesto za iskrajanje
drugog introna, dovodi do promene okvira ¢itanja, nastanka prevremenog STOP kodona
na poziciji 102 aminokiseline i prevremene terminacije translacije koja za rezultat ima
skoro potpun gubitak enzimatske aktivnosti (Higashi i sar., 1985; Higashi i sar., 1991).
Ova mutacija je najucestalija mutacija specificna za pseudogen u vecini populacija
evropskih zemalja (tabela 9), a zbog efekta osnivaca jedina je mutacija koja uzrokuje
KAH u geografski izolovanoj populaciji Jupiko Eskima (Wilson i sar., 2007).
Poredenjem ucestalosti ove mutacije u razli¢itim populacijama primeceno je da je u
populaciji iz Srbije detektovana niza ucestalost u odnosu na veéinu susednih zemalja
(Hrvatska 34,9%; Makedonija 35,2%; Madarska 35,9%; Rumunija 43,9%), ali je sli¢cna
sa ucestalostima prijavljenim za Sloveniju (16,7%), Italiju (19,9%) i Tursku (22,0%).
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Drugo mesto po ucestalosti dele missense mutacija p.P30L i velike delecije koje
rezultuju stvaranjem himernih CYP21A1P/CYP21A2 gena, detektovane sa uc¢estalo$¢u od po
13,0%. Zajedno, one su detektovane na vise od jedne cetvrtine patogenih hromozoma.
Ucestalost p.P30L mutacije, karakteristi¢ne za blagu neklasi¢énu formu KAH-g, je slicna onoj
prijavljenoj u Grékoj 11,3% i Austriji 9,2% (tabela 9). lzuzev Makedonije gde je prijavljena
visa ucestalost (18,0%), u vecini drugih evropskih zemalja zabeleZena je niZa ucestalost
(Rumunija 7,6%; Hrvatska 5,9%; Slovenija 4,6%; Ceska 3,5%; Madarska 3,0%; ltalija 2,7%;
Spanija 2,6%), dok u Turskoj i Velikoj Britaniji ova mutacija nije detektovana ni kod jednog

analiziranog pacijenta.

Velike CYP21 genske delecije koje stvaraju himerne CYP21A1P/CYP21A2 gene su
takode detektovane na 13,0% nesrodnih alela. PCR-SSP reakcije su omogucile razlikovanje
tri klase himernih gena sa razli¢itim tackama prekida: himerne gene CH-Ex3 (8,3%), himerne
gene CH-Ex6 (2,8%) i himerne gene CH-Ex10 (1,9%). Ukupna ucestalost sve tri klase
himernih gena je dosta niza od prijavljene za Sloveniju (48,5%), kao i za veéinu drugih
evropskih populacija (Ceska 38,6%; Austrija 33,3%; Nemacka 27,4%; Madarska 24,5%;
Turska 20,9%; Hrvatska 18,8%; Rumunija 16,7%). Posebno velika razlika je zapazena u
poredenju sa ucestalostima za populacije severnoevropskih i zapadnoevropskih zemalja kao
Sto su Velika Britanija gde su velike delecije prisutne na ¢ak 45,0% patogenih hromozoma
(tabela 9), zatim Finska (43,9%) (Jdaskeldinen i sar., 1997), Danska (36,0%) (Ohlsson i sar.,
1999) i Svedska (32,2%) (Wedell i sar., 1994).

Kao specifi¢no obelezje populacije iz Srbije moze se smatrati visoka ucestalost teSke
missense p.R356W mutacije detektovane u analiziranoj grupi pacijenata sa ucestalo$¢u od
11,1%. 1z tabele 9 moze se primetiti da je ucestalost pomenute mutacije u veéini drugih
evropskih zemalja niza ili potpuno odsustvuje (Slovenija i Italija, bez mutacije; Grcka 0,5%;
Rumunija 1,5%; Makedonija 2,5%; Madarska 3,0%; Ceska 3,9%; Spanija 3,9%; Nemacka
4,5%), dok su jedine populacije sa slicnom ili viSom zabelezenom ucestalo$¢u turska (8,8%) i
hrvatska populacija (16,7%), sa kojima je nasa populacija geografski i geneticki povezana.
Sli¢no, ucestalost p.G110fs mutacije, delecije osam nukleotida u trecem egzonu koja
rezultuje promenom okvira Citanja, je visa (7,4%) u poredenju sa okolnim zemljama
(Slovenija, Makedonija, Rumunija i Italija, bez mutacije; Hrvatska 2,2%), kao i sa ve¢inom
drugih evropskih populacija (Nemacka 1,6%; Gréka 2,3%; Spanija 3,9%; Turska 4,4%).
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Pet opisanih najucestalijih mutacija kod pacijenata iz Srbije je prisutno na skoro dve
tre¢ine (63,0%) alela koji uzrokuju oboljenje, dok je za preostalu tre¢inu odgovorno 13
patogenih alela koji su svi detektovani sa ucestalos¢u manjom od 5%. Klaster koji se sastoji
od tri missense mutacije p.[1236N; V237E; M239K] u egzonu Sest pseudogena nijednom nije
detektovan kao pojedinacni dogadaj genske konverzije, ve¢ samo u okviru male konverzije

Ex6-Ex8 kojom je kopiran veéi kontinuirani region pseudogena sa vise mutacija.

Vode¢i uzrok blage deficijencije steroid 21-hidroksilaze i neklasi¢ne forme KAH-a u
svetu, missense mutacija p.VV281L, u Srbiji je detektovana sa ucestalo$¢u od 4,6%. Navedena
ucestalost je manja od ucestalosti u pojedinim evropskim populacijama kao Sto su Spanska
(15,8%), italijanska (11,0%), grc¢ka (10,8%), turska (7,6%), a veca od ucestalosti u veéini
preostalih balkanskih zemalja. Posebno je ucestala kod Askenazi Jevreja (63,0%) (Wilson i
sar., 2007), dok u Japanu (Tajima i sar., 1998), Indiji (Marumudi i sar., 2012) i kod nativnih
Amerikanaca (Wilson i sar., 2007) nije detektovana uopste. Podjednaku ucestalost (4,6%) je
pokazala i nonsense mutacija p.Q318X koja rezultuje prevremenim STOP kodonom i
najtezim tipom KAH-a. lzuzev u Tunisu, gde je ova mutacija najucestalija (35,3%),
verovatno kao posledica efekta osnivaca (Kharrat i sar., 2004), i Brazilu (25,7%) (Campos i

sar., 2009), sli¢na ucestalost je zabelezena u veéini drugih populacija.

Jedina mutacija specifi¢no asocirana sa jednostavnom Virilizuju¢om formom KAH-a,
mutacija p.1172N, detektovana je na 2,8% nesrodnih hromozoma, §to je nize od prijavljenih

ucestalosti za ve¢inu evropskih populacija (tabela 9).

Retka sporadi¢na mutacija p.P453S koja ne vodi poreklo iz pseudogena, a prisutna je
u mnogim populacijama, detektovana je kao pojedinacna mutacija sa ucestalos¢u 1,9%. Ova
missense mutacija je retka i u veéini drugih populacija (tabela 9)(Gr¢ka 3,6%, Turska 2,2%,
Slovenija 1,5%, Madarska 1,1%), dok u Hrvatskoj, Rumuniji, Ceskoj i Velikoj Britaniji nije

uopste detektovana.

Kada poredimo ucestalosti mutacija u razli¢itim populacijama vazno je napomenuti da
razli¢ita zastupljenost tri klinicke forme bolesti u analiziranoj grupi pacijenata u
publikovanim studijama moze uticati na primecene sliCnosti/razlike u ucestalostima
detektovanih mutacija. Takode, do odstupanja u zabeleZenim ucestalostima mutacija moze
dovesti i izostanak analize velikih genomskih rearanzmana (himernih CYP21A1P/CYP21A2
gena), te se veca ucestalost odredenih mutacija u tom sluCaju moze pripisati prividnoj

homozigotnosti.
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Molekularno-geneticka studija CYP21A2 gena kod pacijenata iz Srbije je pokazala i
prisustvo visokog procenta de novo mutacija (4,6%), kao i razlicitih alelskih varijacija
poznatih mutacija (7,4%). Kod cetiri od pet pacijenata kod kojih je detektovana de novo
mutacija, analiza genotipa roditelja je ukazala na odsustvo promene u CYP21A2 genu majke,
sugeriSuci da se mutacija morala desiti u oogenezi. Pored toga, najucestaliji de novo dogadaj,
kao $to i navode literaturni podaci (White i Speiser., 2000), je genska konverzija kojom je
mutacija ¢.290-13A/C>G preslikana u aktivni CYP21A2 gen. Preostale dve de novo mutacije
su mala genska konverzija Ex6-Ex8 kojom su zamenjeni Sesti, sedmi i osmi egzon aktivnog
gena homologom sekvencom pseudogena i himerni gen nastao nejednakim crossing over-om.
Himerni CYP21A1P/CYP21A2 gen je detektovan u homozigotnom stanju, a njegovo odsustvo
je potvrdeno kod majke. Moguéi geneticki mehanizam koji objasnjava prisustvo mutacije u
homozigotnom stanju, kada je njeno odsustvo potvrdeno kod jednog od roditelja, je
uniparentalna dizomija (Lopez-Gutierrez i sar., 1998). Posto, medutim, analiza
mikrosatelitskin markera nije vrSena ova hipoteza nije mogla biti potvrdena. De novo
mutacije u CYP21A2 genu imaju vaznu ulogu u uvodenju novih alela u populaciju i njihova
ucestalost obi¢no iznosi 1-2% (Baumgartner-Parzer i sar., 2007). lako u pojedinim
sluajevima negativan rezultat testa ocinstva moze objasniti zaSto otac nema mutaciju
detektovanu kod deteta, a istrazivanja ukazuju i da roditeljski haplotipovi sa deletiranim
CYP21A1P pseudogenom (Sinnott i sar., 1990), kao i oni sa dupliciranim CYP21A2 genom
(Baumgartner-Parzer i sar., 2007) predstavljaju premutaciju i povecavaju podloznost
nejdnakom CO, neuobi¢ajeno visok procenat de novo ¢.290-13A/C>G mutacija u nasoj
populaciji ostaje neobjasnjen. Sobzirom da svi roditelji pacijenata nisu bili dostupni za

analizu moguce je da sve de novo nastale mutacije nisu identifikovane.

Kompletnim sekvenciranjem egzonske i intronske sekvence CYP21A2 gena
detektovane su i brojne prijavljene varijante, posebno ucestale u drugom intronu (tabela 5).
Poznate nesinonimne aminokiselinske zamene p.K102R, p.S268T, p.S468G i p.N493S vecina
autora opisuje kao benigne varijante (http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm). Medutim, ne
treba zanemariti njihov potencijalni sinergisticki efekat u istom haplotipu (Asanuma i sar.,
1999), kao i Cinjenicu da, u sluc¢aju nekih, uticaj na in vitro aktivnost enzima nikada nije
analiziran (Dolzan i sar., 2005). Ovo saznanje mora biti od posebnog znacaja prilikom analize

pacijenata sa blagim simptomima i normalnim genotipom.

Sirok spektar detektovanih mutacija u CYP21A2 genu naglaava geneticku

heterogenost populacije iz Srbije uzrokovanu brojnim migracijama preko balkanskog
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poluostrva, a relativno male razlike u distribuciji CYP21A2 mutacija primecenim izmedu
razli¢itih analiziranih populacija mogu biti objasnjene visokim stepenom protoka gena
izmedu razlicitih etni¢kih grupa tokom vekova, kao i slicnim genetickim mehanizmima

odgovornim za prenos i ispoljavanje bolesti (Dolzan i sar., 2005).

5.2. KOMPLEKSNI ALELI SA VISE MUTACIJA

Jos§ jedno interesantno otkri¢e studije molekularno-geneticke osnove KAH-a u Srbiji
je visoka ucestalost kompleksnih alela sa vise mutacija (7,4%). Izuzev dva alela sa de novo
mutacijama (c.[290-13A/C>G; 841G>T] i p.[1236N; V237E; M239K; V281L; L307fs;
Q318X; R356W]), svi ostali aleli su potvrdeni i kod roditelja, sugeriSuci da su ovi haplotipovi
prisutni u genofondu populacije iz Srbije. Kompleksan alel p.[1236N; V237E; M239K;
V281L; L307fs; Q318X; R356W] oznacen i kao Ex6-Ex8 nosi sedam mutacija koje su u
CYP21A1P pseudogenu prisutne kontinuirano u egzonima $est, sedam i osam, $to sugerise da
su najverovatnije zajedno procesom genske konverzije preslikane u aktivan gen. Postojanje
alela ¢.[290-13A/C>G; 841G>T] je prethodno prijavljeno u Madarskoj, Svedskoj, Argentini i
SAD-u (Dolzan i sar., 2005; Wedell i sar., 1994; Marino i sar., 2011; Finkielstain i sar., 2011)
sa pribliznom ucestalos¢u od 1%, a alela ¢.[290-13A/C>G; 1357C>T] u Argentini i SAD-u
(Dain i sar., 2002; Finkielstain i sar., 2011), ali su za ovaj alel zabeleZzene manje ucestalosti
(1,4% i 0,3%, kako sledi) od one detektovane kod pacijenata u Srbiji (3,7%). Na osnovu
pretrage baza podataka i dostupne literature zakljuceno je da alel ¢.[89C>T; 1357C>T] do
sada nije prijavljen i da predstavlja novu kombinaciju poznatih mutacija specifiénih za
pseudogen. Interesantno je da ¢ak 75,0% detektovanih kompleksnih alela kod pacijenata u
Srbiji nosi mutaciju p.P453S, retku sporadi¢nu mutaciju koja je kao pojedinacna mutacija
detektovana na svega 1,9% alela. Ona je sa niskom ucestalo$¢u prijavljivana i u drugim
populacijama. Vazno je pritom napomenuti da je u odredenom broju studija koje su se bavile
genetickom osnovom KAH-a u razli¢itim populacijama vrSena analiza iskljucivo
najucestalijih mutacija (Wilson i sar., 2007; Anastasovska i sar., 2015), te niza ucestalost
prijavljenih kompleksnih alela u takvim studijama moze biti pripisana i tzv. genotipiziranju
niske rezolucije. Obzirom da nema dovoljno kompletnih podataka za poredenje nemoguce je
zakljuciti da li su navedeni kompleksni aleli uneti u populaciju iz Srbije ili je protok gena

imao suprotan smer. Postojanje alela sa vise mutacija kod pacijenata obolelih od KAH-a jos
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jednom naglasava vaznost temeljne i precizne analize kompleksnog CYP21A2 lokusa, kao i

vaznost uklju¢ivanja roditelja u cilju analize segregacije alela (Witchel i sar., 1996).

5.3. NOVE VARIJANTE p.L129P i p.S165P U KODIRAJUCEM REGIONU
GENA CYP21A2

Direktnim sekvenciranjem komplentne kodiraju¢e sekvence CYP21A2 gena u
analiziranoj grupi pacijenata su identifikovane i dve nove missense mutacije p.L129P
(c.386T>C) i p.S165P (c.493T>C) (1,8%), obe u pojedina¢nim porodicama. U cilju procene
njihovog efekta na strukturu i funkciju CYP21A2 proteina izvrSena je in silico analiza. Radi
verodostojnosti rezultata, kao $to je preporucljivo, za analizu je korisé¢eno nekoliko razlicitih
bioinformatickih programa: PolyPhen-2, SIFT, MutPred, Clustal Omega, a izvrSeno je i in
silico modeliranje mutiranin CYP21A2 proteina Swiss-Pdb Viewer programom.
Kompjuterske predikcije su pokazale da su obe mutacije patogene, kao i da je efekat p.L129P
na protein tezi u poredenju sa efektom p.S165P mutacije. U sluc¢aju mutacije p.L129P ne
dolazi do promene u polarnosti zamenjene aminokiseline, dok mutacija p.S165P rezultuje

zamenom polarne aminokiseline nepolarnom.

Poravnanje sekvenci CYP21A2 proteina pet odabranih ki¢menjackih vrsta izvr§eno uz
pomo¢ Clustal Omega programa (Slika 21) je pokazalo da se kod svih na poziciji 129 i 165
nalaze aminokiseline Lys i Ser, kako sledi, sto je ukazalo na njihovu evolucionu o¢uvanost u

steroid 21-hidroksilazi kod vrsta koje su na razli¢itom stepenu filogentske udaljenosti.

In silico modeliranje mutiranih CYP21A2 proteina (slika 22) je ukazalo da iako je
aminokiselinska zamena p.L129P o¢uvana u pogledu naelektrisanja i polarnosti, obzirom da
je prolin rigidnija aminokiselina od leucina, predvideno je da mutacija rezultuje nestabilno$c¢u
konformacije i sternim smetnjama. Sa druge strane, zamena serina prolinom u slucaju
mutacije p.S165P dovodi do zamene polarne aminokiseline sa nepolarnom prolinskom
reziduom, i pored sternih smetnji prolina sa susednim aminokiselinskim reziduama izaziva i

disrupciju heliksa i destabilizaciju sekundarne strukture steroid 21-hidroksilaze.

Mutacija p.L129P je detektovana kod pacijenta sa teSkom formom KAH-a sa
gubitkom soli koji je na drugom homologom hromozomu nosio ¢.[290-13A/C>G; 1357C>T].

Efekat ovog kompleksnog alela sa dve mutacije odreduje teza ¢.[290-13A/C>G] mutacija
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koja dovodi do pogresnog iskrajanja drugog introna. Kako je fenotip pacijenta tezak moze se
zakljuciti da je efekat nove p.L129P mutacije takode tezak obzirom da nije omogucio vecu
rezidualnu aktivnost enzima koja bi ublazila klinicku sliku. Pacijent sa novodetektovanom
p.S165P mutacijom je slozeni heterozigot koji je na drugom alelu nosio p.1172N mutaciju
koja ostavlja do 5% rezidualne enzimatske aktivnosti 1 u korelaciji je sa klasi¢nom
jednostavnom virilizuju¢om formom KAH-a. Kako pacijent ima dijagnozu neklasi¢ne forme
bolesti moze se pretpostaviti da je nova mutacija blaza i u korelaciji sa ve¢om rezidualnom

aktivno$¢éu enzima.

Iako 1 bioinformaticka predvidanja i klinicki podaci ovih pacijenata konzistentno
ukazuju da su i p.L129P i p.S165P patogene mutacije, dodatne ekspresione studije kao i
funkcionalna karakterizacija rezidualne aktivnosti aberantnog enzima su neophodne u cilju

definitvnog utvrdivanja njihovog patogenog efekta.

5.4. STOPA DETEKCIJE MUTACIJA

Nakon temeljne analize CYP21A2 gena sekvenciranjem celog CYP21A2 gena i
analizom CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena, patogene mutacije nisu detektovane kod
sedam pacijenata, dok je kod osam pacijenata detektovana mutacija na samo jednom
hromozomu. Ukupno je analizirano 122 hromozoma od kojih je 100 nosilo patogenu
mutaciju daju¢i ukupnu stopu detekcije od 82,0%. Najvisa stopa detekcije je zabelezena u
grupi pacijenata sa klasiénom formom sa gubitkom soli (94,7%), niza u grupi pacijenata sa
jednostavnom virilizujuéom formom (83,3%), a primetno niZza u grupi pacijenata Sa

neklasi¢nom formom KAH-a (72,2%).

Za odsustvo detekcije patogenih mutacija kod analiziranih pacijenata postoji vise
mogucih objaSnjenja. Svakako najverovatnije objasnjenje je postojanje drugih tipova
enzimatskih deficijencija koje rezultuju klinickom slikom kongenitalne adrenalne
hiperplazije, a nisu uzrokovane mutacijama u CYP21A2 genu. Naime, mutacije u genima
CYP11B1, CYP17Al, HSD3B2 i POR uklju¢enim u steroidogenezu u kori nadbubrezne
zlezde su prema literaturnim podacima odgovorne za 5-10% slucajeva KAH-a (Krone i Arlt,
2009). Drugo moguée objasnjenje je postojanje mutacija u nekodiraju¢im regionima
CYP21A2 gena. Pojedina istrazivanja su ukazala na potrebu za analizom regulatornih regiona

CYP21A2 gena i do pozicije -2000bp u svrhu detekcije mutacija u transkripcionim
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regulatornim elementima (Wilson i sar., 1995). Pokazano je da promotorske mutacije
poreklom iz pseudogena @.-126C>T, ¢.-113G>A i g.-103A>G redukuju transkripcionu
aktivnost i do 20% (Bristow i sar., 1993; Chang i sar., 1995) i izazivaju neklasi¢nu formu
KAH-a (Araujo i sar., 2007), dok je sa ovom formom bolesti u korelaciji i mutacija
g.*13G>A u 3’ UTR, prisutna sa ucestalo$¢u 1-4,7% u razli¢itim populacijama (Menabo i
sar., 2012). Mogucnost postojanja dubokih intronskih varijanti koje menjaju iskrajanje i tako
uti¢u na aktivnost proteina takode ne sme biti zanemarena. Kako kompletno sekvenciranje
regulatornih regiona CYP21A2 gena i analiza svih intronskih varijanti u ovoj studiji nisu
izvrSeni, moze se pretpostaviti da je izvestan broj patogenih alela vrlo verovatno uzrokovan i
ovim promenama. | na Kkraju, detekcija retkog haplotipa sa TNXA/TNXB himernim genom
koji rezultuje kompletnom delecijom CYP21A2 gena (slika 10B) i prate¢im Ehler-Danlos
sindromom nije vrsena, §to moze objasniti odsustvo detekcije patogenih mutacija kod malog

broja analiziranih hromozoma.

Vazan faktor koji utie na stopu detekcije mutacija jeste i odabir pacijenata za
analizu. Vrednosti 17-OHP nakon stimulacije sa sintetickim ACTH, koje se koriste za
dijagnozu bolesti, pokazuju preklapanje izmedu nosilaca i zdravih osoba, ali i izmedu
nosilaca i individua sa neklasi¢nom formom KAH-a (New i sar., 1983; Witchel i sar., 1998;
Bachega i sar., 2002). Zabelezena stopa detekcije mutacija je najniza upravo u grupi
pacijenata sa neklasicnom formom KAH-a (72,2%), sugeriSuci da su mozda i heterozigotni
nosioci ukljuceni u ovu grupu. Pored pomenutog biohemijskog preklapanja, primeceno je i
fenotipsko preklapanje izmedu heterozigota i individua sa neklasicnom formom KAH-a koje
su pokazali ne samo da kod nosilaca postoji rizik za razvoj blagih klinickih simptoma
hiperandrogenizma, vec i da je on u Korelaciji sa genotipom. Tako nosioci blage p.V281L
mutacije mogu pored poviSene vrednosti 17-OHP razviti 1 sindrom policisti¢nih jajnika
(PCOS), hirzutizam i neredovne menstruacije, $to je objaSnjeno kompeticijom enzimskog
produkta kodiranog ovim mutiranim genom sa wild type enzimom (Admoni i sar., 2006). U
ovoj studiji od osam pacijenata sa jednom identifikovanom mutacijom u CYP21A2 genu dva
su imala p.V281L mutacije, te bi njihova klini¢ka slika KAH-a mogla biti objasnjena i ovom
hipotezom. Takode, ispoljavanje klinickih simptoma hiperandrogenizma ne mora biti
obavezno uzrokovano mutacijama u CYP21A2 genu, ve¢ i drugim genima i hormonima
(Admoni i sar., 2006), te postojanje mogucénosti da su medu pacijentima bez detektovanih

mutacija i ovakvi pacijenti, ne moze biti u potpunosti iskljuéeno. U slucaju pedijatrijskih
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pacijenata uzrok prevremena pubarhe, koja je u 80-95% slucajeva asocirana sa prevremenim
nepatoloskim lucenjem polnih hormona nadbubrezne zlezde, je u samo 5-20% slucajeva
neklasi¢na deficijencija 21-hidroksilaze (Armengaud i sar., 2009). Stoga ovaj, kao i drugi

pojedinacni klinicki simptomi, ne ukazuje pouzdano na neklasi¢énu formu KAH-a.

Postojanje biohemijskog i fenotipskog preklapanja izmedu heterozigota i inidividua sa
blagom neklasi¢cnom formom bolesti, Siroka diferencijalna dijagnoza u sluc¢aju pacijenata sa
klinickim simptomima hiperandrogenizma, zatim moguca upotreba neadekvatno
uspostavljenog praga detekcije bolesti na osnovu vrednosti 17-OHP (Bachega i sar., 2000)
mogu objasniti nisku stopu detekcije mutacija u grupi sa NC formom KAH-a, kao i visoku

zastupljenost ovih pacijenata u ukupnoj analiziranoj grupi pacijenata (44,3%).

Najvisa stopa detekcije, sa druge strane, je zapaZzena u grupi pacijenata sa klasiénom
formom KAH-a sa gubitkom soli (94,7%) Sto moze biti objasnjeno teSkim i jednozna¢nim

klini¢kim simptoma Koje izaziva ova varijanta bolesti.

5.5. KORELACIJA GENOTIP-FENOTIP

Na osnovu hormonskog profila i klini¢kih simptoma odreden je fenotip pacijenata. Od
61 pacijenta 19 (31,1%) je bolovalo od KAH-a sa gubitkom soli, 15 (24,6%) od jednostavne
virilizujuée forme KAH-a i 27 (44,3%) od neklasi¢cne forme KAH-a. U cilju analize
korelacije genotipa i klinicke slike pacijenti su na osnovu genotipa i predvidene rezidualne
aktivnosti CYP21A2 proteina klasifikovani u pet mutacionih grupa, pri ¢emu su slozeni
heterozigoti klasifikovani na osnovu patogenog alela koji dozvoljava vecu rezidualnu

aktivnost.

Iako je uopsteno stepen konkordantnosti izmedu genotipa i fenotipa bio visok, u
vecini mutacionih grupa je primecéena i izvesna fenotipska varijabilnost (tabela 8). lzuzev
mutacione grupe ,,B” u kojoj je mutacija p.I1172N ocekivano bila u korelacija samo sa
jednostavnom virilizuju¢om formom, u svim ostalim mutacionim grupama su identifikovani i
pacijenti sa fenotipom tezim ili blazim od predvidenog. Osim jednog pacijenta sa
neklasicnom formom bolesti i genotipom p.[Q318X];[L307fs], svi pacijenti u ,,null”
mutacionoj grupi su oc¢ekivano bolovali od teske forme KAH-a sa gubitkom soli. Odstupanje

kod pomenutog pacijenta moze jednostavno biti objasnjeno postojanjem haplotipa sa dva

71



DISKUSIJA

duplicirana CYP21A2 gena, od kojih je samo jedan nosilac p.Q318X mutacije. Haplotipovi sa
p.Q318X mutacijom i dupliciranim CYP21A2 genima su prisutni sa razli¢itom ucestalos¢u U
razli¢itim populacijama (Kleinle i sar., 2009), te ih je neophodno uzeti u razmatranje uvek
kada postoji neslaganje klini¢kih i hormonskih podataka sa genotipom koji ukljucuje
navedenu mutaciju. Preostali pacijenti sa p.Q318X mutacijom su ispoljili o¢ekivani fenotip,
na osnovu c¢ega se moze zakljuciti da ovaj haplotip nije ucestao u populaciji iz Srbije.
Razlikovanje teske tackaste mutacije na hromozomu sa samo jednim CYP21A2 genom od
varijante koja ne rezultuje deficijencijom, a podrazumeva dupliciran CYP21A2 gen, je od

posebne vaznosti za geneti¢ko savetovanje i prenatalnu dijagnostiku (Lekarev i sar., 2013).

Velika fenotipska varijabilnost je zapazena u ,,A” mutacionoj grupi gde je od ukupno
13 pacijenata devet imalo formu sa gubitkom soli, tri jednostavnu virilizuju¢u formu, dok je
jedan pacijent bolovao od neklasi¢éne forme KAH-a. Iako je u vecini slucajeva €.290-
13A/C>G mutacija u korelaciji sa KAH-om sa gubitkom soli, poznato je da neki pacijenti
ispolje i druge dve forme bolesti. Povremena korelacija splice ¢.290-13A/C>G mutacije sa
blazim formama bolesti moze biti uslovljena ispravnim iskrajanjem odredenog broja
transkripata, te veCom enzimatskom aktivno$¢u i umanjenom tezinom fenotipa (New i sar.,

2013).

U mutacionoj grupi ,,C”, kojoj pripadaju mutacije koje dovode do smanjenja
enzimatske aktivnosti na 20-60% i neklasi¢ne forme KAH-a, takode je primecena varijabilna
klinicka ekspresija bolesti. Od jedanaest nosilaca p.P30L mutacije devet je bolovalo od
neklasicne forme KAH-a, a dva pacijenta su imala dijagnozu teze klasi¢ne jednostavne
virilizuju¢e forme. Ovi podaci su u skladu sa rezultatima analize genotip-fenotip korelacije
dosad najveceg broja pacijenata (New i sar., 2013), dok su i u mnogim drugim studijama
prijavljeni nosioci p.P30L sa fenotipom tezim od ocekivanog (Dracopoulou i sar., 2001;
Balsamo i sar., 2000; Krone i sar, 2000; Dolzan i sar., 2005). Iznenadujuce, oba pacijenta sa
p.P453S mutacijom su ispoljila fenotip tezi od o¢ekivanog. Izuzev jednog pacijenta kod kojeg
je mutacija p.P30L detektovana u homozigotnom obliku, kod svih drugih pacijenata ,,C”
grupe kod kojih se javilo odstupanje izmedu genotipa i fenotipa, na drugom hromozomu sa
patogenom mutacijom detektovana je teska mutacija ,,null” ili ,,A” grupe. Ovde mozemo
spekulisati da je kod nekih pacijenata nivo aktivnosti enzima in vivo izmedu nivoa
enzimatskih aktivnosti prisutnih kod pacijenata koji su homozigoti za svaku mutaciju

ponaosob. Bachega i sar. (2000) su pokazali da kod pacijenata sa mutacijama koje odreduju
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neklasi¢nu formu bolesti teZina mutacije na drugom homologom hromozomu uti¢e na 17-

OHP vrednost, kao i na fenotip.

U ,,D” mutacionu grupu su svrstani pacijenti sa genotipovima na osnovu kojih nije
bilo moguée predvideti fenotip. Tu spadaju pacijenti sa novim mutacijama nepoznate in vitro
aktivnosti enzima, pacijenti sa samo jednom detektovanom mutacijom i pacijenti kod kojih je
detektovan himerni gen sa tackom prekida do treceg egzona (CH-Ex3). Himerni CH-Ex3
aleli mogu imati varijabilan efekat na enzim steroid 21-hidroksilazu u zavisnoti da li nose
samo p.P30L mutaciju ili i tesku ¢.290-13A/C>G mutaciju (Chen i sar., 2012). Kako precizne

tacke prekida nisu odredene, fenotip takvih alela je bilo nemoguce pouzdano predvideti.

Kod vecine pacijenata sa deficijencijom 21-hidroksilaze (74,0%) uocena je dobra
korelacija izmedu genotipa i fenotipa. Genotip je dobro predvideo fenotip kod Cetiri od pet
pacijenata u grupi ,,null” (80,0%), kod devet od 13 pacijenata u ,,A” grupi (69,2%), kod oba
pacijenta u ,,B” grupi (100,0%) i kod 11 od 15 pacijenata ,,C” grupe (73,3%).

U analiziranoj grupi pacijenata iz Srbije veca varijabilnost klini¢kih fenotipova je
primecena u ,,A” i ,,C” grupama odnosno kod pacijenata ¢iju klini¢ku sliku odreduju ¢.290-
13A/C>G i p.P30L mutacije, sto je u skladu sa rezultatima studije koju su publikovali New i
sar. (2013). Nasuprot tome, primeéeno je i odsustvo ocekivane fenotipske varijabilnosti u ,,B”
mutacionoj grupi (genotipovi sa p.1172N mutacijom), najverovatnije zbog malog broja
pacijenata (n=2), kao i prisustvo tezih fenotipova kod nosilaca p.P453S mutacije. Na osnovu
svega navedenog mozemo zakljuéiti da u grupi analiziranih pacijenata iz Srbije teSke
mutacije, koje dovode do potpunog odsustva enzimatske aktivnosti, jednozna¢no rezultuju
najtezim fenotipom KAH-a, dok kod pacijenata sa mutacijama koje rezultuju parcijalnom

aktivnoS¢u enzima predvidanje fenotipa nije toliko pouzdano.

Divergencija u fenotipovima je primecena u studijama Sirom sveta (Krone i sar.,
2000). Slucaj spontanog parcijalnog oporavka od KAH-a (Speiser i sar., 1991), kao i
fenotipska varijabilnost prisutna kod brace/sestara sa istim genotipom (Chin i sar., 1998),
ukazuju na uticaj gena modifikatora, kao i transkripcionih regulatora na fenotip KAH-a, sto je
karakteristika brojnih monogenskih oboljenja (Dipple i McCabe, 2000; Scriver i Waters,
1999).

Na samom kraju, objaSnjenje za nedostatak genotip-fenotip korelacije moze biti

nadeno 1 u koriS¢enoj metodologiji (New 1 sar., 2013), odnosno njenim ogranicenjima.
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Mutacije u regulatornim regionima CYP21A2 gena, retki TNXA/TNXB himerni aleli
(L’Allemand i sar., 2000), kao i duplicirani CYP21A2 geni koje uvedena metodologija ne
detektuje, mogli bi u pojedinim slu¢ajevima da objasne primeceno odstupanje od o¢ekivanog
fenotipa. New i sar. (2013) su sugerisali da bi kod takvih pacijenata sekvenciranje celog

egzoma bilo veoma korisno.

Podaci dobijeni u studijama genotip-fenotip korelacije su od posebnog znacaja za
geneticko savetovanje roditelja koji imaju rizik za dobijanje obolelog potomstva, kao i1 za
prenatalnu dijagnostiku (New i sar., 2013). DNK fetusa dobijena biopsijom horionskih resica
ili izolovana iz krvi majke se koristi za odredivanje genotipa na osnovu kojeg se vrsi
predvidanje fetalnog fenotipa. Time je, ukoliko je potrebna, omoguéena primena prenatalne
terapije obolelih Zenskih fetusa. lako ovo predvidanje nije u potpunosti precizno, i treba ga
vrsiti sa velikim oprezom, odredivanje dominantnog fenotipa koji je u korelaciji sa

odredenim genotipom je uvek korisno.

5.6. ALGORITAM ZA OPTIMALNU MOLEKULARNU DIJAGNOSTIKU
KAH-A U SRBIJI

KAH izazvan deficijencijom 21-hidroksilaze je jedan od najucestalijih autozomno
recesivnih poremecaja, ali je njegova geneticka dijagnoza medu najkomplikovanijim kada su
u pitanju monogenske bolesti. Velika varijabilnost CYP21A2 genskog lokusa rezultuje
kompleksnim genetickim varijacijama i neuobi¢ajenim haplotipovima koji za posledicu mogu
imati pogresno odredivanje genotipa pacijenta, kao i statusa nosioca. Takode,
dokumentovane su populaciono specificne razlike u pogledu spektra 1 ucestalosti
detektovanih mutacija (Dolzan i sar., 2005; Wilson i sar., 2007), zbog Cega je karakterizacija
CYP21A2 gena neophodan korak u razvoju adekvatne strategije za dijagnostiku ovog

oboljenja u naSoj zemlji.

Na osnovu celokupnog spektra i ucestalosti detektovanih mutacija u analiziranoj grupi
pacijenata u ovoj studiji je predlozen optimalan molekularno-geneticki algoritam za
dijagnostiku KAH-a u Srbiji (slika 23). Ova strategija kombinuje prethodno razvijenu
SNaPshot PCR metodu za brzu detekciju deset ucestalih CYP21A2 mutacija (c.290-
13A/C>G, p.P30L, p.R356W, p.G110fs, p.V281L, p.Q318X, p.L307fs, p.1172N, p.P453S i
p.[1236N; V237E; M239K]) (Ugrin, 2017; Krone i sar., 2002), zatim PCR-SSP metodu za
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detekciju velikih genomskih rearanzmana (CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena) i direktno
DNK sekvenciranje za detekciju retkih i novih varijanti koje su razvijene u okviru ove

doktorske teze.

Pacijenti sa inicijalnom dijagnozom
deficijencije 21-hidroksilaze

PCR amplifikacija CYP2/A42 gena

PCR amplifikacija |

Nema PCR

SNaPshot PCR za ucestale CYP2/42 mutacije amplifikacije

Jedna varijanta u

. . Nema varijanti/jedna
heterozigotnom stanju

ili viSe varijanti u

Nijedan ili jedan homozigotnom stanju
Direktno sekvenciranje celog |,ﬁ himerni gen | PCR-SSP (detekcija himernih
CYP21A2 gena J | CYP2IAIP/CYP21A2 gena)

Dva/nijedan Dve ili viSe varijanti u

o ili jedan heterozigotnom stanju
o Tedna varii Drve ili vise varijanti . .
Nema varijanti edna varyanta u himerni gen
heterozigotnom
stanju
[ Revizija klinickih ‘
odataka >
P . Zavrsena CYP2142
CYP2142 nosilac .
analiza
. . S p—— v
‘ Analiza drugih gena ‘ Prekid dalje geneticke Potvrda mutacija
odgovornih za KAH analize kod roditelja

Slika 23. Dijagnosti¢ki algoritam za molekularno-geneticku dijagnozu kongenitalne

adrenalne hiperplazije u Srbiji.

Inicijalni korak predlozenog algoritma podrazumeva selektivnu amplifikaciju celog
CYP21A2 gena. Rekurentno odsustvo amplifikacije aktivnog gena, cesto u korelaciji sa
najtezom formom bolesti, predstavlja indikaciju za analizu velikih genomskih rearanzmana
(CYP21A1P/CYP21A2 himernih gena). Himerni CYP21A1P/CYP21A2 geni nasledeni na oba
hromozoma mogu biti potencijalni uzrok nemogucénosti dobijanja PCR produkta. Ukoliko je

do amplifikacije doslo sledi detekcija deset ucestalih mutacija SNaPshot PCR metodom. Na

75



DISKUSIJA

ovaj nadin se vrSi brzi skrining na vecinu mutacija (preko 80%) koje uzrokuju KAH u
populaciji iz Srbije. Ukoliko mutacije nisu detektovane ili su detektovane u homozigotnom
stanju takode je neophodno izvrsiti 1 analizu himernih CYP21A1P/CYP21A2 gena PCR-SSP
metodom. Naime, zbog pojave ,,allele dropout” postojanje jedinstvenog mutantnog pika ne
znaCi obavezno i prisustvo mutacije u homozigotnom stanju, ve¢ se uvek u obzir mora uzeti i
potencijalni nedostatak jednog alela, na Sta moZe ukazati i potpuno odsustvo varijanti,
posebno brojnih u drugom intronu. Ukoliko himerni geni nisu detektovani dobijena je
potvrda da su oba alela amplifikovana i da je ista mutacija nasledena od oba roditelja.
Detekcija samo jedne mutacije u heterozigotnom stanju zahteva dalju analizu gena direktnim
DNK sekvenciranjem u cilju identifikacije retkih ili novih varijanti. Nakon zavrSene analize
CYP21A2 gena kod pacijenata kod kojih su detektovane jedna, dve i viSe mutacija vrsi se
analiza roditeljskih gena za finalnu molekularno-geneticku dijagnozu. Kod pacijenata kod

kojih, medutim, nije detektovana nijedna mutacija, indikovana je revizija klini¢kih podataka.

Znacaj genotipiziranja kao nezavisne komplementarne metode za finalnu potvrdu
klinicke i biohemijske dijagnoze KAH-a je veliki. Zbog postojanja biohemijskog i
fenotipskog preklapanja izmedu zdravih individua, heterozigotnih nosilaca i pacijenata sa
neklasicnom formom bolesti, uvek je preporucljiva naknadna geneticka analiza CYP21A2
gena. Takode, detekcija mutacija u CYP21A2 genu je vazna i za identifikaciju nosilaca i

asimptomatskih pacijenata, a neophodna je i za geneti¢ko savetovanje i prenatalnu dijagnozu.

Molekularno-geneticka dijagnostika ¢e svoju primenu imati i po uvodenju
neonatalnog skrininga na KAH kod novorodencadi. lako je korist ovakovog skrining
programa dokumentovana §irom sveta, stopa lazno pozitivnih rezultata izazvana neonatalnim
stresom i nezrelom adrenalnom funkcijom kod prevremeno rodenih i bolesnih beba
predstavlja veliki problem koji moZe biti reSen uvodenjem molekularne karakterizacije

CYP21A2 gena u rutinsku klinicku praksu.

Ova studija predstavlja prvu sveobuhvatnu analizu spektra i ucestalosti CYP21A2
mutacija kod pacijenata obolelih od KAH-a u naSoj zemlji i daje znacajan doprinos

molekularno-genetickoj dijagnostici ovog oboljenja ne samo u Srbiji, ve¢ i Sirom Evrope.
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Prvi put u Srbiji uvedena je sveobuhvatna metodologija za analizu molekularno-
geneticke osnove KAH-a uzrokovanog deficijencijom steroid 21-hidroksilaze.
Optimizovane su PCR-SSP i metoda direktnog DNK sekvenciranja CYP21A2 gena,
¢ime je omoguéena detekcija himernih CYP21A1P/CYP21A2 gena nastalih
nejednakom razmenom delova homologih sekvenci, mutacija nastalih genskom
konverzijom, ali i retkih i novih geneti¢kih varijanti.

. IzvrSena je kompletna molekularno-geneticka identifikacija mutacija u CYP21A2
genu, pri ¢emu je detektovano 18 patogenih alela koji su doveli do ispoljavanja
bolesti i postignuta je ukupna stopa detekcije od 82,0%. Stopa detekcije je bila
najvisa (94,7%) u grupi pacijenata sa teSkom formom KAH-a sa gubitkom soli.

. Utvrdena je ucestalost CYP21A2 mutacija u populaciji iz Srbije, pri ¢emu je, kao i u
ve¢ini drugih populacija, najée$¢e detektovana mutacija ¢.290-13A/C>G  sa
relativnom ucestaloSéu od 18,5%.

. Pet ucestalih alela koji ukljucuju ¢.290-13A/C>G, CYP21A1P/CYP21A2, p.P30L,
p.R356W i p.G110fs mutacije, ¢ine 63,0% svih mutiranih CYP21A2 alela kod
analiziranih pacijenata iz Srbije.

. Primecena je populaciono specifi¢na veca ucestalost missense mutacije p.R356W
(11,1%), detektovana u slicnom procentu jo$ samo U Hrvatskoj i Turskoj u okviru
balkanskog regiona. Detektovana je i visoka ucestalost kompleksnih alela sa
viSestrukim mutacijama (7,4%), medu kojima ¢ak 75,0% sadrzi p.P453S mutaciju, u
drugim populacijama retku mutaciju.

Molekularno-geneti¢ka analiza CYP21A2 gena kod pacijenata obolelih od KAH-a u
Srbiji je dovela i do otkrica dve nove missense mutacije p.L129P (c.386T>C) i
p.S165P (¢.493T>C). Kompjuterske analize novootkrivenih aminokiselinskih zamena
su predvidele stetan efekat na protein $to je u skladu sa fenotipskim efektom
zapazenim kod pacijenata.

Kod vecine pacijenata (74,0%) uocena je dobra korelacija izmedu genotipa CYP21A2
gena i fenotipa KAH-a, ali je primec¢eno da su mutacije ¢.290-13A/C>G i p.P30L i
kod pacijenata iz Srbije u korelaciji sa varijabilnom ekspresijom bolesti, dok mutacija
p.P453S neocekivano dovodi do razvoja klasi¢ne forme KAH-a.

. Na osnovu spektra i ucestalosti CYP21A2 mutacija kod analiziranih pacijenata

predlozen je optimalan algoritam za molekularno-geneticku dijagnostiku KAH-a u
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Srbiji. Ova strategija kombinuje SNaPshot PCR za brzu detekciju deset ucestalih
CYP21A2 mutacija, PCR-SSP metodu za detekciju velikih genomskih rearanzmana
(CYP21A1P/CYP21A2 gena) i direktno sekvenciranje za detekciju retkih i novih
varijanti. Time je omogucena pre- i postnatalna molekularno-geneticka potvrda
klini¢ke i biohemijske dijagnoze, identifikacija nosilaca i asimptomatskih pacijenata
u Srbiji.
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PRILOZI

Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY
Mme un npesnme aytopa Mea Munauyuh
Bpoj nHaexca 53026/2010

UsjaB/byjem
[a je AOKTSropcKa AncepTaumja nos Hac/10BOM

MonekynapHo-reHeTu4Yka OCHOBa KOHreHUTanHe aapeHanHe xunepnnasuje y Cpbuju:

KapakTepusaumja mytaunjia y CYP21A2 reHy

® pPEe3ynTaT CONCTBEHOTI UCTPaXXNUBAYKOT paaa;

® [a AucepTaumja y LeAMHWM HU Yy OeN0BMMa Huje 6una npegsoXKeHa 3a CTuuakbe apyre
AUNAoMe Npema CTYAMjCKUM NPorpammuma Apyrmx BUCOKOLIKOICKMX YCTaHOBA;

® [1a Cy pe3y/nTaTh KOPEKTHO HaBeaeHN U

® [a HMCaM KpLUMO/Na ayTopcKa NpaBa U KOPUCTMO/Na UHTENEKTYaHY CBOjUHY APYrUX AnLa.

Motnuc aytopa

Y Beorpagay, 31.07.2017.
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PRILOZI

Mpwunor 2.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paga

MUme 1 npesnme ayTtopa MBa Munaunh

Bpoj nHaekca 563026/2010

CTyaujckun nporpam buonorunja, moayn reHeTuka

Hacnos paga MonekynapHo-reHeTM4Kka OCHOBa KOHIreHuUTanHe agpeHanHe xunepnniasuvje
y Cpbujn: kapaktepusaumja mytaumja y CYP21A2 reHy

MeHTOp ap Munena YrpuH, ap Cowa [MaBnosuh

M3jaB/byjem ga je WTamnaHa Bep3vja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NEKTPOHCKOj BEpP3Mjn Kojy
cam npegao/na pagm noxparbeHa y AurutanHom penosutopujymy YHuBepsuterta y beorpagay.

Jo3BosbaBam fa ce objaBe MOju AMYHKM NOAALM Be3aHU 3a fobMjarbe aKafeMCKOr Ha3MBa AOKTopa
HayKa, Kao LWTO Cy MMe 1 Npe3sume, roamHa n mecto pohemra n gatym ogbpaHe paaa.

OBM NMYHKM MopauM Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHMM CTpaHuMuama gurutanHe 6ubnunoteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTanory vy nybankaupnjama YHuBepsuteTa y beorpagy.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagay, 31.07.2017.
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PRILOZI

Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHmnBep3nutetTcky 6ubanoteky , Ceetosap Mapkosuh” ga y AnrutanHu penosmtopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mMmojy OKTOPCKY AMcepTaLmjy noj HacJoBOM:

MornekynapHo-reHeTu4yka OcHOBa KOHreHuTanHe agpeHanHe xunepnnasuvje y Cpbuju:
KapakTepusaumja mytaumjia y CYP21A2 reHy

KOja je Moje ayTopCKo Aeno.

OucepTaumjy ca cBMM Npuno3vMma nNpegao/na cam y enekTpoHCKom ¢popmaTy NOrogHOM 3a TPajHO
apxuBuMpate.

Mojy Q[OKTOPCKY AucepTaumjy noxparbeHy y [AurMtanHom penosntopujymy YHUBep3uTeTa y
Beorpaay 1 AOCTyNHY y OTBOPEHOM NPUCTYNY MOTY Aa KOPUCTE CBU KOju NowTyjy oapeabe cagprkaHe
y opabpaHom Tuny anueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oasiyuno/na.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaHO — AeNUTU nod uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — AenuTn nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo pa 3a0KpykuUTE Camo jegHy o WecT NoHyHeHUX AMLEHLM.
KpaTak onuc IMUeHLM je cacTaBHU €0 OBe U3jaBe).

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, 31.07.2017.
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PRILOZI

1. AytopctBo. [103BO/baBaTe YMHOXaBake, ANCTPUOYLMjYy U jaBHO caonLwiTaBare Aena, U npepaae,
aKOo Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauMH ogpeheH of CTpaHe ayTopa WAWM AaBaoua JULEHLE, Yak U Y
KomepumnjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHMja o4 CBUX MNLLEHLMN.

2. AyTOpCcTBO — HeKomepuujanHo. [l03Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUOYUM)y W  jaBHO
caonwiTaBarbe Aena, U npepaze, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaumH oapeheH of cTpaHe ayTopa
nnn gasaoua nuueHue. OBa nMLeHLa He f03B0O/baBa KOMepLUMjanHy ynotpeby aena.

3. AyTOpCcTBO — HEeKomepuujanHo — 6e3 npepaga. [o3Bo/baBaTe YMHOMKaBake, ANCTPUMOYLUjy U
jaBHO caonwTaBarbe Aena, 6e3 npomeHa, NnpeobanKoBarba MaK ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa MAWM AaBaoua AnueHue. OBa AMLEHLA He
[,03B0/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena. Y o4HOCY Ha CBe OCTaje /IMLEHLE, OBOM JIULLEHLIOM Cce
orpaHunyasa Hajsehu obum npasa Kopuwhera gena.

4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLUjaIHO — AE/IUTU MO UCTUM ycnoBuma. [J03BO/baBaTe YMHOMaBakbe,
AMCTPMOYLMjy W jaBHO caonwTaBakbe Aena, M npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH of cTpaHe ayTopa WAM AaBaoLa /IMLEHLLE M aKo ce npepaga AMCTpubymnpa nog UCTOM UK
CMYHOM AnueHuom. OBa MLEHLUA He [03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby Aena 1 npepasa.

5. AytopctBo — 6e3 npepaga. [lo3Bo/baBaTe yMHOMaBakbe, AUCTPUOBYLM]Y M jaBHO cCaomTaBarbe
fena, 6e3 npomeHa, npeobMKoBarba UaM ynotpebe aena y CBOM Aeny, ako ce HaBeae Mme aytopa
Ha HauuMH ogapeheH op cTpaHe aytopa wauM fgasaoua auueHue. OBa /MUEHUA [03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - p[enuTU noa MUCTUM YycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXKaBakse,
AMCTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HauuH ofpefheH og cTpaHe ayTopa Uy AaBaoua N1LEHLE U ako ce npepaga aAvcTpubyupa
nog WCTOM UNK cnvyHoM nuueHuom. OBa nuueHua [o3BorbaBa KoMepuujanHy ynotpety
aena u npepaga. CnvuyHa je codpTBEPCKUM NULeHL|IaMa, OQHOCHO NuLeHL|amMma OTBOPeHOor
koaa.
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